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En 1933, Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling et Ross [4] ont 
insisté sur l’activité hémolytique et l’action nécrosante de 1l’antigéne 
létal o présent dans les filtrats des cultures de Cl. perfringens A 
(Welchia perfringens). D’aprés les recherches de Mc Farlane et Knight 
(1941), cet antigeéne décompose la lécithine [2]. La lécithinase perfrin- 
gens g, manifeste in vitro les propriétés d’une hémolysine « chaude 
froide », stable vis-d-vis de l’oxygéne ; les phosphates inhibent son 
pouvoir hémolytique. Mc Farlane, Oakley et Anderson [3] ont démontré 
que cette toxine exige la présence d’ions Ca, a une concentration 
convenable, pour développer totalement in vitro ses effets lécithina- 
sique et hémolytique. 

Welchia perfringens élabore une deuxiéme hémolysine. Différents 
auteurs [4] l’ont étudiée sans lui attribuer une dénomination spéciale 
(Bull et Pritchett, 1917 ; Weinberg et Nasta, 1920 ; Henry, 1923 ; Neill, 
1926 ; Weinberg et Guillaumie, 1936). Neill [5] a montré qu’elle est 
oxydable. Depuis 1941, cette hémolysine est appelée . Ses caractéres 
principaux sont les suivants [6]: elle exerce intensément son action 
hémolytique in vitro a la température de 37° ; les phosphates n’atté- 
nuent pas cette action ; les ions Ca ne la renforcent pas. L’hémo- 
lysine 6 est létale mais non nécrosante. Aprés les recherches de Cotoni 
et Chambrin [7] montrant que les sérums anti-perfringens annulent 


(*) Manuscrit recu le 22 juin 1955. 
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activité de l’hémolysine oxydable du pneumocoque, une série d’expé- 
riences de neutralisations croisées ont mis en évidence que l’action 
de Vhémolysine perfringens @ est abolie par divers sérums hétéro- 
logues contenant l’anticorps d’une hémolysine oxydable, notamment 
par l’anti-streptolysine O: Todd [8]; par les sérums anti-histoly- 
ticum: Guillaumie, Kréguer, Fabre et Bécoulet [9a, b, ¢]; anti- 
tétaniques : Kréguer et Guillaumie [410] ; anti-sordellii : Guillaumie 
et Kréguer [9d]; anti-botulinum C: Guillaumie et Kréguer [414]. 


En utilisant différents échantillons de toxine perfringens A préparés 


en bouillon Vf avec la souche Lechien — et le procédé classique des 
injections intraveineuses 4 la souris pour déterminer le titre anti- 
toxique d’un méme sérum anti-perfringens —, Weinberg et Guillaumie 


(1936-1939) observent souvent des discordances considérables entre les 
résultats de leurs dosages in vivo [42]: les titres trouvés different 
entre eux de 50 p. 100 et méme 93 p. 100 suivant que le sérum est 
additionné d’un échantillon de toxine ou d’un autre (1). Ipsen confirme 
ce fait peu de temps aprés [14]. Weinberg et Guillaumie remarquent 
d’autre part que l’activité hémolytique de leurs toxines en solution 
dans l’eau physiologique et le titre anti-hémolytique des sérums 
successivement étudiés n’expliquent pas la diversité des résultats des 
titrages sur souris [45]. Ces faits conduisent A penser que des toxines 
préparées en bouillon Vf avec la souche Lechien renferment, en plus 
des antigénes létaux o« et 6, des quantités notables d’un autre agent 
nocif en injection intraveineuse. Ipsen et Davoli le désignent par la 
lettre » [416]. D’aprés ces auteurs, le facteur n est dépourvu de pro- 
priétés hémolytiques et nécrosantes ; il n’apparait pas dans le bouillon 
de Walbum et Reymann ensemencé avec les souches Lechien et SS de 
W. perfringens. 

Guillaumie, Kréguer et Fabre examinent les propriétés des toxines 
préparées dans diverses conditions avec différentes souches de W. per- 
fringens ; de leurs recherches, il ressort que: 1° les derniers repi- 
quages de la souche Lechien ne produisent plus d’antigéne y dans le 
bouillon Vf glucosé 4 1 p. 1000 [47] ; ils engendrent encore q et 4 
dans ce bouillon ; 2° les toxines obtenues en ensemencant la souche SS 
dans du bouillon Vf additionné de cholestérol ou de fragments de foie 
cuit contiennent l’antig¢ne q en quantité importante, mais peu ou 
pas d’hémolysine 6 [418] ; 3° la souche BP6K sécréte généralement peu 
d’hémolysine 6, 4 la température de 30-31°, dans le bouillon Vf glu- 
cosé contenant des fragments de foie cuit de veau. 

Il est bien connu que les muscles sont transformés en une pulpe 
molle par W. perfringens en voie de développement. Henry en 1923 [49], 


(1) Ainsi, en employant comparativement la dose L+ de quatre 
toxines perfringens (E13, E14, E16, E24) pour évaluer le pouvoir anti- 
toxique du sérum anti-perfringens n° 415, nos dosages ont respec- 
tivement attribué a ce sérum les titres suivants: 400, 450, 700 et 
50 unités [42] ; nous avons ultérieurement obtenu des résultats ana- 
logues en expérimentant avec d’autres toxines [43 a] ; la dose L+ de 
toutes les toxines avait été déterminée avec le sérum étalon anti- 
perfringens proposé en 1931 par P. Hartley. 
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Mc Farlane et Mc Lennan en 1945 [20], montrent que dans les filtrats 
des cultures perfringens type A les muscles gonflent puis subissent des 
changements analogues 4 ceux observés dans la gangréne gazeuse. Robb- 
Smith remarque ensuite que les fibrilles musculaires altérées par un 
filtrat perfringens sont dépouillées de leur réticuline de soutien [24]. 
Déja, en 1938, Maschmann avait dénommé collagénase un enzyme pré- 
sent dans les cultures perfringens capables de liquéfier la gélatine [22]. 
Oakley, Warrack et van Heyningen appellent K la collagénase perfrin- 
gens qui amollit les muscles, détruit la réticuline et le collagéne [23]. 
Bidwell et van Heyningen réalisent la purification de cette collagé- 
nase [24]. Oakley, Warrack et Warren expérimentent avec des filtrats 
perfringens exempts de lécithinase « et d’hémolysine 6 mais riches 
en collagénase K : l’injection de ces filtrats dans le derme des cobayes 
détermine une lésion cutanée nécrotique et hémorragique ; en injection 
intraveineuse 4 des souris, ces filtrats provoquent des altérations sévéres 
dans le poumon et la mort en vingt-quatre heures [25]. Oakley et 
Warrack notent en 1953 que la collagénase K est létale et nécro- 
tique [26]. 

W. perfringens élabore encore d’autres antigénes, par exemple 
Vhyaluronidase 4 et la désoxyribonucléase ; nous ne nous étendrons 


pas ici sur leurs propriétés. 


Les préparations de toxine perfringens que nous faisons en 
bouillon Vf glucosé a 1 p. 1000 contiennent a, K et en général 
beaucoup de 6; la plupart de ces préparations sont formolées et 
employées pour l’immunisation des chevaux : les sérums obtenus 
possédent les antitoxines a, K, 6. Les toxines perfringens que 
nous préparons en bouillon Vf glucosé additionné de cholestérol 
(0,07 a 0,08 g par litre) ou de fragments de foie cuit (1 4 2 ¢ 
par litre de bouillon) sont précipitées par le sulfate neutre 
d@’ammonium (2) desséchées puis titrées dans de nombreuses 
conditions dans le but de choisir celles qui peuvent servir 
a évaluer le titre anti-perfringens du sérum des animaux en 
immunisation. Dans les pages qui suivent, nous indiquons les 
résultats du titrage de quelques-unes de ces préparations dessé- 
chées, ainsi que les souches de W. perfringens que nous avons 


utilisées. 


Conditions générales du titrage des toxines in vitro et in vivo. 
Définitions. 


Les différentes préparations de toxine perfringens desséchée 
sont mises en solution vingt a trente minutes avant les 


titrages. 


(2) Le sulfate d’ammonium, chimiquement pur, est généralement 
employé a raison de 625 g par litre de toxine. 
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EVALUATION DE L’EFFET HEMOLYTIQUE in vitro. 


Chaque toxine est dissoute : 1° dans de l’eau physiologique ordinaire 
4 9 p. 1000 en CINa (EP ord.), ajustée & pH 7,2 avec NaOH N/10 ; 2° dans 
de l’eau physiologique tamponnée a pH 6,5 (3) par des phosphates (EP t.). 
Nous pesons 1 mg de toxine par ml de solvant. Nous répartissons, dans 
deux séries de tubes de 11 x 120 mm, des volumes décroissants de la 
premiére solution, et, dans deux autres séries de tubes identiques, des 
volumes décroissants de la deuxiéme solution : 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 
0,8, 0,2, 0,1 ml. Nous complétons 4 0,9 ml: pour cela nous ajoutons 
de l’eau physiologique 4 pH 6,85 dans les deux premiéres séries de 
tubes (ils contiennent la toxine dissoute dans de l’eau physiologique) ; 
nous mettons de l’EP t. (pH 6,5) dams les autres tubes. Nous intro- 
duisons ensuite dans tous les tubes les hématies lavées de mouton : 
0,1 m] d’une suspension globulaire 4 5 p. 100. Les hématies sont lavées 
avec de l’eau physiologique fratchement préparée. Dans les tubes 
témoins nous mettons, d’abord, 0,9 ml d’EP ord. a pH 6,85 ou 0,9 ml 
d’EP t. (pH 6,5), puis, 0,1 ml de la suspension globulaire. Tous les 
tubes sont placés pendant quatre heures 4 37° ; nous les agitons deux 
ou trois fois durant ce laps de temps. Nous notons le degré d’hémolyse 
dans les tubes aprés les avoir laissés quatre heures 4 37° et, sil le 
faut, pendant seize 4 dix-huit heures 4 2°. Lorsque les hématies sont 
lysées dans tous les tubes contenant de la toxine, nous recommencons 
les titrages, mais en partant cette fois-ci de solutions dix, cent et 
méme mille fois moins riches en toxine que les solutions préparées 
pour le premier titrage ; c’est-a-dire en utilisant des solutions conte- 
nant seulement 0,1 mg, 0,01 mg ou 0,001 mg de toxine par millilitre 
de solvant. 

De plus, nous recherchons influence du Cl,Ca sur l’activité hémo- 
lytique des toxines en solution dans de 1’7EP ord. [27] et l’action de 
la cystéine sur l’activité des toxines dissoutes dans de IEP t. 

Dans tous les cas, nous prenons comme dose minima hémolytique 
(DHm) la plus petite quantité de toxine qui provoque l’hémolyse totale 
des hématies lavées de mouton dans les conditions expérimentales 
énumérées. Tous les titrages sont faits en double. 


EVALUATION DE L’EFFET COLLAGENASIQUE In vitro. 


Solvant utilisé au cours des titrages : eau physiologique tamponnée 
a pH 6,5, puis additionnée de 0,3 p. 100 de phénol-neige. La dose 
minima collagénasique (DKkm) et la dose combinante LK de chaque 
toxine sont déterminées dans les conditions que nous 
décrites. [28]. 

Nous appelons Dkm le poids de toxine qui dissout entitrement, ou 
presque totalement, en quarante-huit heures a 37°, une pastille de 


avons 


(3) Pour obtenir de l’eau physiologique tamponnée a pH 6,5, nous 
ajoutons 68 ml de phosphate monopotassique M/15 A 32 ml de phos- 
phate disodique M/15, les deux solutions M/15 de. phosphates étant 
faites avec de l'eau physiologique ordinaire, c’est-a-dire avec de l’eau 
distillée additionnée de 9 p. 1000 de CINa. 
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collagéne A. Nous désignons par LK le poids de toxine qui, en présence 
de 0,05 ml de sérum étalon anglais de 1942, attaque légérement, en 
quarante-huit heures 4 37°, une pastille de collagéne A. Nous avons 
signalé en 1950 [28] le degré d’activité anti-collagénasique K de ce 
sérum étalon. 


EVALUATION DE LA DOSE-TEST LECITHINASIQUE in vitro. 


Nous titrons généralement les toxines perfringens vis-d-vis d’une 
unité d’anti-lécithinase perfringens 9 [29] ; nous déterminons donc la 
dose-test Iécithinasique Le de ces toxines. Nous utilisons comme indi- 
cateur ; 0,1 ml de sérum humain, 0,1 ml d’émulsion de jaune d’ceuf 
ou 0,2 mg de lécithine pure (4). Les déterminations sont faites compa- 
rativement en présence de Cl,Ca6H,O ou en l’absence d’ions Ca. 


TITRAGES in vivo. 


Les toxines précipitées sont en général dissoutes dans de 1’EP ord. 
ajustée 4 pH 7,2. Nous mentionnons plus loin les autres solvants que 
nous utilisons quelquefois. La nocivité globale des toxines est déter- 
minée sur souris blanches de 17 4 20 g (injections intraveineuses) et 
Veffet nécrosant sur cobayes blancs épilés (injections intradermiques). 
Nous prenons comme dose minima mortelle (DMm) la plus petite 
quantité de toxine qui tue 50 p. 100 des souris inoculées. Nous appe- 
lons L+ le poids de toxine qui, en présence d’Une Unité antitoxique 
internationale de sérum étalon anti-perfringens, tue la moitié environ 
des souris injectées dans les veines. On désigne par LN/10 le poids de 
toxine qui, en présence du 1/10 de l’unité internationale d’antitoxine 
perfringens g, détermine sur la peau épilée des cobayes une nécrose de 
5 x 5 mm. Les mélanges de toxine et d’antitoxine sont maintenus 
pendant quarante-cing minutes 4 37° avant de les inoculer ; Je volume 
injecté a chaque souris est de 0,5 ml; les cobayes regoivent 0,1 ml 
en différents points du derme ; la durée d’observation des animaux 
est de trois jours (souris) ou de deux jours (cobayes). En multipliant 
par 10 la valeur de la dose LN/10 d’une toxine perfringens A, on 
calcule la dose LN de cette toxine, c’est-a-dire le poids de toxine qui, 
en présence d’une unité internationale d’antitoxine o, déterminerait 
une légére nécrose dans le derme des cobayes. 


Les observations de Prigge [84] sur les valeurs du rapport 
DMm/DHm, les remarques d’Ipsen et Davoli [46] sur les rap- 
ports LN/L+ et L+/DMm permettent de repérer les toxines qui 
peuvent servir a déterminer correctement, par l’épreuve intra- 
veineuse sur souris, le titre anti-a des sérums anti-perfringens : 
une toxine convient a un tel usage lorsque la valeur du rap- 


(4) M. Faure a eu l’extréme amabilité de nous donner, en solution 
alcoolique, une lécithine extraite du jaune d’ceuf [30]. Nous diluons 
cette solution avec de l’eau distillée : nous préparons une émulsion 
a 2 mg de lécithine pure par millilitre. 
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port LN/L+ varie entre 1 et 1,4; parallélement, la valeur du 
rapport DMm/DHm est inférieure ou au_plus égale a 20. (Dans 
les expériences de Ipsen et Davoli, la DHm est déterminée en 
labsence de Ca; la dose L+ est évaluée avec l’étalon anti- 
perfringens de 1931 contenant beaucoup d’anti-hémolysine 6). 

Précisons que le rapport LN/L+ a une valeur voisine de 
Vunité quand le constituant dominant de la toxine titrée est 
lantigene létal a; c’est en particulier le cas d’une toxine ne 
contenant pas d’hémolysine 6 ni d’antigéne ». Le rapport LN/L+ 
est encore proche de l’unité lorsque 9 ou » n’existent dans la 
toxine qu’a l’état de traces. Par contre, la valeur de ce rapport 
peut varier entre 1,6 et 10 quand la toxine contient en quantité 
importante, soit 6, soit n, ou a la fois 9 et y, c’est-a-dire un ou 
deux éléments mortels pour la souris, mais non nécrosants. Indi- 
quons, d’autre part, que la valeur de la dose L+ d’une ftozine 
possédant beaucoup d’hémolysine 6 peut varier fortement avec 
les sérums étalons; en faisant agir comparativement sur des 
toxines riches en § deux sérums étalons anti-perfringens ayant 
le méme titre anti-c mais des titres anti extrémement diffé- 
rents [82], nous avons constaté que l’étalon ne contenant que des 
traces d’anti-hémolysine 6 neutralisait trois & sept fois moins de 
toxine que le sérum mieux pourvu en anti-hémolysine 6 (5). Par 
conséquent, avant de calculer le rapport LN/L+ d’une toxine 
riche en @ il faut songer que la valeur de ce rapport dépend de 
Vétalon anti-perfringens ayant servi A déterminer la dose L+ sur 
souris (veines). Il est dune nécessaire de connattre le tifre anti-9 
des sérums étalons employés pour titrer sur souris les toxines 
qui sont fortement hémolytiques in vitro en Vabsence de Ca (le 
rapport DMm/DHm de ces toxines est souvent supérieur a 20 
dans nos conditions expérimentales). 


Résultats. 


Nous avons expérimenté avec 8 souches de JW. perfringens. Nous 
avons appelé EB1, EB2, EB3, EB4 les quatre premiéres toxines que 
nous avons préparées & la température de 30-31° avec la souche BP6K 


(5) Ainsi, 0,05 ml du sérum trés pauvre en anti-hémolysine § neu- 
tralise seulement 0,35 mg d’une toxine perfringens dont la DHm est 
égale 4 0,0004 mg en l’absence de Ca; 0,05 ml du sérum riche en 
anti-hémolysine neutralise 2,6 mg de la méme toxine (0,05 ml de 
ces deux sérums contiennent une unité anti-o ; le rapport DMm/DHm 
de cette toxine est égal 4 160). Le rapport L+/DHm est trés élevé méme 
lorsqu’on prend 0,85 mg comme valeur de la dose L+ de la toxine ; 
ce fait indique que le sérum des souris employées pour déterminer 
celle dose L+ a neutralisé une proportion importante de Vhémoly- 
sine § présente dans la toxine. 
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(centrifugation des cultures quatorze heures aprés l’ensemencement 
des bouillons). Les toxines ES1, ES3, ES4, ES6, ES10 a ES15 que nous 
citons dans nos tableaux sont élaborées par la souche SS ; la toxine EP2 
est engendrée par la souche A100 P. Toutes ces toxines sont desséchées 
a poids constant apres précipitation par le sulfate neutre d’ammonium. 


1° Tirraces in vitro. 


a) Nous notons, dans la premiére colonne du tableau I, la série 
des toxines examinées ; dans la deuxiéme, la valeur de la DHm 
en présence d’eau physiologique ordinaire, et, dans la troisiéme, 
la DHm déterminée en présence de Cl,Ca. 

Voici lactivité de deux toxines titrées en l’absence de cystéine 
ou en présence de ce réducteur. La DHm de la toxine EB3 a pour 
valeur : 0,4 mg dans EP ord. ou dans EP t.; 0,2 mg en pré- 
sence d’EP t. et de cystéine. La DHm de la toxine EB4 est égale 
a: 0,6 mg dans l’EP ord. ou dans l’EP t.; 0,4 mg en présence 
de phosphates et de cystéine. 

b) La dose minima collagénasique actuelle de plusieurs toxines 
figure dans la sixiéme colonne du tableau I et la dose LK dans 
la neuviéme colonne du tableau III. La préparation B 507 H 


Tasteau I. — Dose minima hémolytique (DHm), dose minima mor- 
telle (DMm) et dose minima collagénasique (DKm) de différentes 
préparations de toxine perfringens A précipitée par le sulfate 
neutre d’ammonium. Valeurs des rapports DMm/DHm et 
DMm/Dkm. 


Toxine DHm ( en mg ) 

perfringens 
ES 1 0, 02 0, 0005 0, 07 3,5 
ES 3 0,5 0, 002 0, 20 0,4 
ES 6 0, 004 0, 08 20 0, 03 ZAG 
ES 10 0, 02 0, 005 0, 07 By 
ES 11 0,4 0, 04 0,1 0, 045 0,9 
ES 12 0, 03 0, 03 i 0, 04 0,75 
ES 13 0,15 0, 0003 0, 03 0,2 0, 04 0,75 
ES 14 0, 02 0, 0004 0, 035 a7 
ES 15 | 0,0004 | | 0,05 | 125 | 0,03 he 
EB 1 0, 007 0, 14 20 0, 035 4 
EB 2 0,01 0,15 15 0, 03 5 
EB 3 0,4 0,10 0, 25 0, 05 2 
EB 4 0,6 0, 08 0,13 0, 08 1 
ES 4 | 0,4 | 0,0015 | 0,12 } 0,25 |) @s@5 22 
EP 2 | 0,004 = | || 0,26 | 65 hy 80f06 Searcl& cas 


| B507H_ | | || 0, 03 | 0, 004 7,5 
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inscrite dans le tableau I est une collagénase purifiée qui nous 
a été obligeamment donnée par M" Bidwell. D’apreés E. Bidwell, 
cette préparation contient des traces de toxine a. 

Les valeurs du rapport LK/DKm de ces toxines (tox.) sont 
les suivantes: 6,2 (tox. ES11), 5 (tox. ES12), 4 (tox. EB13), 
11 (tox. ES15), 5,6 (tox. ES4), 21 (tox. EB1), 30 (tox. EB2), 
19 (tox. EB3), 13 (tox. EB4), 1,5 (tox. EP2). 

c) On voit, dans les deux derniéres colonnes du tableau H, 
la dose lécithinasique Le de 8 toxines tilrées en l’absence ou en 
présence de Ca. Deux autres colonnes de ce tableau mentionnent : 
1° le solvant dans lequel les toxines sont dissoutes : eau physio- 
logique additionnée de 0,3 p. 100 de phénol-neige (EP ph.), eau 
physiologique ordinaire (EP ord.) ou eau distillée ; 2° le substrat 
pris comme indicateur dans chaque titrage : sérum humain (SH) 
ou lécithine pure. Quatre échantillons de SH ont servi au cours 
du titrage des toxines citées dans le tableau. La dose Le indique 
le poids de toxine qui opacifie légérement le substrat en présence 
d’une unité d’antitoxine a. Nous avons antérieurement précisé les 
modalilés des titrages [29]. 


TasrEau Il. — Valeur de la dose-test lécithinasique Le de huit pré- 
parations de toxine perfringens A : titrages en l’absence de Cl,Ca 
ou en présence d’une solution de Cl,Ca,H,O. 


Toxine Dose Le (en mg ) 
Solvant Substrat 
perfringens 

ES 11 | EP ph. | SH 16 | 1,15 

ES 12 EP ph. SH 16 1,05 

ES 6 | EP ord, | SH 19 2,4 1,8 

ES 6 EP ord, SH 20 | 2,6 8 

EB 1 EP ord. SH 16 3,5 

EB2 EP ord, SH 16 4, 86 

EB 3 EP ord, SH 17 2,8 | 2,2 

EB 4 EP ord, SH 17 2,75 

ES 15 EP ord. SH 16 1,3 pie 

ES 15 EP ord. SH 19 here) 

ES 15 EP ord. SH 20 | 1, 08 

ES 15 eau distillée| lécithine pure Le 

=) 

EP ph. : eau physiologique phéniquée. 
EP ord. : cau physiologique ordinaire. 


SH : sérum humain. 


Lorsque nous utilisons comparativement plusieurs échantillons de SH 
pour réyéler la dose Le d’une méme toxine, nous obtenons souvent 
des résultats concordants ; nous en donnons un éxemple dans le 
tableau II (toxine ES6 titrée en présence des SH 19 et 20) ; quelquefois 
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les résultats varient avec les sérums humains; les valeurs trouvées 
jusqu’Aa présent ont différé entre elles de 5 p. 100 ou de 10 p. 100. 
Remarquons d’autre part que les doses Le de la toxine ES15 titrée en 
présence de SH ou de 0,2 mg de lécithine pure divergent peu d’aprés 
les déterminations faites en présence de Ca. 


Toutes les toxines signalées dans le tableau II ont été ttrées 
in vivo. 
2° TITRAGES in vivo. 


La dose minima mortelle des toxines est notée dans la qua- 
triéme colonne du tableau I; les doses L+ que nous avons 
recherchées avec deux sérums étalons sont indiquées dans trois 
colonnes du tableau III. 


SERUMS ETALONS ANTI-PERFRINGENS. — Pour déterminer la dose 
IL+ de nos toxines perfringens, nous avons d’abord employé le 
sérum étalon anglais proposé en 1931 par P. Hartley, puis 
’étalon anti-perfringens danois de 1942 choisi par J. Ipsen (nous 
avons recu cet étalon danois en flacons étiquetés PE21 a PE89 
inclus). En solution glycérinée, ces deux standards ont le méme 
titre anti-a : 20 unités par millilitre; le premier contient lége- 
rement plus d’anti-hémolysine ¢ que le deuxiéme. En raison de 
leur richesse en antitoxine 6, ils sont nécessaires aux expéri- 
mentateurs qui veulent utilement confronter les doses LN et L+ 
d’une toxine contenant un taux assez important d’hémolysine 96. 
Ces deux étalons dispensent d’ajouter a une telle toxine du 
cholestérol ou un sérum spécial anti-hémolytique 6 pour sup- 
primer l’action létale de l’hémolysine 6 qu’elle posséde ; ils per- 
mettent done de se rendre aisément compte si l’antrgéne létal 
existe dans la toxine perfringens tilrée. 


Nous n’avons malheureusement plus du sérum étalon danois proposé 
par Ipsen en 1942. Par contre, nous avons encore a 1’état sec, dans 
une ampoule scellée, 1800 unités anti-o (Hartley) du sérum étalon 
anglais de 1931, riche en anti-hémolysine 4; il suffit de dissoudre 
le contenu de l’ampoule dans 90 ml de soluté glycériné pour obtenir 
la solution traditionnelle a 20 unités anti-o, par millilitre. Cette solu- 
tion contenant en outre l’anti-hémolysine § et l’anti-collagénase K 
peut servir A définir la valeur des unités anti-) et anti-K. Pour titrer 
nos toxines, nous avons toujours considéré que le sérum étalon de 
1931, distribué en solution glycérinée par l'Institut National de 
Hampstead ou par le Laboratoire de Standardisation biologique de 
Copenhague, contenait non seulement 20 unités anti-a, mais aussi 
20 unités anti- par millilitre [43 b, 32]. 


Depuis 1945, nous avons souvent utilisé le sérum étalon anglais 
de 1942 pour rechercher la dose L+ de nos préparations de 
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toxine perfringens ; cet étalon, proposé par P. Hartley et Evans, 
est comparable au précédent par son titre anti-o, mals en differe 
intentionnellement par son pouvoir anti-) qui est faible (6). 

Ainsi que nous l’avons dit, la plupart des toxines que nous 
avons titrées ont été dissoutes dans de l’eau physiologique ordi- 
naire, ajustée a pH 7,2. Plusieurs d’entre elles ont été, en outre, 
dissoutes dans de l’eau physiologique additionnée de 1 p. 100 
ou de 1,2 p. 100 de Cl,Ca cristallisé (EP + Ca); la dose maxima 
de Cl,Ca cristallisé injectée aux souris a été de 1 mg; dans un 
cas, nous avons dissous l’une de ces toxines dans une solution 
de ClNa a 1,9 p. 100. Mais nous avons toujours employé de l’eau 
physiologique ordinaire pour diluer les sérums étalons. Les 
titrages sont réalisés de telle sorte que 6, 7 ou 8 souris regoivent 
chacune, sous le volume de 0,5 ml, le méme poids de toxine per- 
fringens additionné d’une unité d’antitoxine a. 

a) Dose L+ des toxines en solution dans de l’eau physiologique 
ordinaire. 


Les toxines ES15 et EP2 proviennent des cultures faites en bouillon Vf 
simplement glucosé. La toxine ES1 est obtenue en précipitant par le 
sulfate neutre d’ammonium le mélange de deux toxines liquides peu 
hémolytiques préparées, l'une, en bouillon Vf additionné de glucose 
et de cholestérol, l’autre, en bouillon Vf + glucose + fragments de 
foie cuit. La toxine ES4 est obtenue en bouillon Vf + glucose + choles- 
térol ; toutes les autres toxines du tableau III sont préparées en 
bouillon Vf glucosé + fragments de foie cuit (le bouillon est toujours 
glucosé & 1 p. 1000). 

La toxine ES15 est extrémement hémolytique en l’absence de Ca ; 
les autres toxines le sont beaucoup moins (deuxiéme colonne du 
tableau I). Nous avons utilisé, comparativement, les sérums étalons 
anglais et danois de 1942 pour déterminer la dose L+ des toxines les 
plus hémolytiques ; les autres toxines ont été titrées avec l’un ou 
Vautre de ces étalons. 

Pour simplifier l’exposé, nous appellerons dose L+ anglaise le poids 
de toxine neutralisé par une unité antitoxique de l’étalon anglais et 
dose L+ danoise le poids de toxine neutralisé par une unité anti- 
toxique de l’étalon danois. 


Les résultats du titrage des toxines ES6, ES15, EP2 révélent 
que la dose L+ anglaise de ces toxines différe nettement de la 
dose L+ danoise (tableau III). 

Si on calcule le rapport LN/L+ de chacune des sept premiéres 
toxines du tableau III (toxines ES1 a ES13), on voit que les 


(6) Les flacons de sérum étalon anti-perfringens envoyés avec les 
éliquettes PE40, PE42, P43, etc., par l'Institut Sérologique de Stan- 
dardisation biologique de Copenhague, contiennent l’étalon anglais de 
1942 (communication de M. Rostock). 
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TasLeau Ut. — Valeurs des doses L+, LN et LK de différentes pré- 
parations de toxine perfringens A précipitée par le sulfate neutre 
d’ammonium et desséchée. 


: Titre du sérum 415 
Ltanglaise L+ danoise LN/L + vis 4 vis de la dose: 


EP ord, EP ord. |EP + Ca L+ L+ Ltanglaise | L + danoise 
anglaise| danoise 
mg mg unités unités 


Nw 


ww 


2, 
1, 
3. 
2, 
1 

Nr, 
0, 
1, 


Wm © 


40 - 45 


140 


@ 
uw 


225 
225 
65-70 
65-70 


L+ anglaise : poids de toxine neutralisé par une unité antitoxique (0,05 ml) 
de sérum étalon anglais de 1942. 

L+ danoise : poids de toxine neutralisé par une unité antitoxique (0,05 ml) de 
sérum étalon danois de 1942. 

EP ord. : eau physiologique ordinaire. 

EP + Ca : eau physiologique additionnée de Cl,Ca cristallisé. 


valeurs de ce rapport varient entre 1,08 et 1,4 lorsqu’on prend 
comme valeur de la dose [L+ de chaque toxine le résultat du 
titrage fait avec l’étalon danois. Il découle de cette constatation 
que les 7 toxines envisagées doivent permettre, en principe, de 
rechercher par le procédé des injections intraveineuses a la 
souris, le titre anti-a des sérums anti-perfringens fournis par les 
chevaux que nous immunisons; en fait, elles conviennent a cet 
emploi. Nous nous en sommes assurées en titrant des sérums 
dont nous connaissions bien les pouvoirs antitoxiques anti-o et 
anti-9 : nous avons souvent pris comme sérums de référence les 
sérums francais 415 et 135. D’aprés les titrages faits par 
Ipsen [44], Ipsen et Davoli [46], avec les toxines préparées 
a Copenhague ou en Angleterre, le sérum 415 contient 35 
a 49 unités anti-a et le sérum 185: 63 a 80 unités; d’aprés les 
dosages que nous avons réalisés avec les toxines ES] a ES14, 
en prenant comme dose d’épreuve de toxine la dose L+ déter- 
minée avec l’étalon danois, le sérum 415 testé sur souris titre 35, 
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35 4 40 ou 45 unités antitoxiques (huiliéme colonne du tableau IIJ) ; 
le sérum 135 titre 63 a 70 unités (7). On peut donc penser que la 
dose L+ danoise des 8 toxines que nous avons utilisées contient 
la quantité d’antigéne a qui inhibe une unité internationale danti- 
toxine a; par suite, celte dose L+ peut servir & déterminer le 
titre anti-c des sérums thérapeutiques complexes (sérums 4 la 
fois anti-a, anti-9, anti-K. La dose L+ anglaise de la toxine ES6 
étant nettement inférieure a la dose L+ danoise, il s’ensuit que 
le poids de toxine ES6 neutralisé par une unité antitoxique de 
sérum étalon anglais ne contient pas la quantité d’antigéne a qui 
correspond a une unilé d’antitoxine a. D’aprés nos détermina- 
tions, Je rapport des doses DMm et DHm de cette toxine est 
égal a 20. 

Les sept derniéres toxines du tableau HI — ES15, EB1, EB2, 
EB3, EB4, ES4, EP2 — ne peuvent servir a rechercher le titre 
anti-perfringens a par le procédé des injections intraveineuses 
aux souris. En effet: 1° le sérum 415 contiendrait plus de 
45 unités anti-« d’aprés les titrages effectués en présence de la 
dose L-+ anglaise de l’une quelconque de ces toxines (ainsi, cet 
immunsérum titre 225 unités antitoxiques lorsque le dosage est 
fait in vivo avec les toxines EB1, EB2; les toxines EB3 et EB4 
lui attribuent le titre de 65 a 70 unités et la toxine ES4 le titre 
de 140 unités) ; 2° le rapport des doses LN et L+ de chacune 
de ces toxines est supérieur 4 1,4 (cinqui¢me colonne du 
tableau III). A titre d’exemples, précisons que ce rapport est égal 
a 3,0 (tox, ESI5), -& 4,8 (lox: ES4), 2 6,5 (tox. BPS) a so8 
(tox. EB1), ces valeurs étant obtenues en prenant comme dose L+ 
des toxines le résultat du titrage avec |’étalon angiais ; le rapport 
des doses LN/L+ des toxines ES4, EP2 titrées avec 1’étalon 
danois est égal 4 2,1. Faits a considérer: la dose L+ de !a 
toxine ES4 a pour valeur 1,5 ou 2,4 mg suivant que le titrage est 
effectué avec l’étalon anglais ou avec I’étalon danois; le rap- 
port DMm/DHm de cette toxine est seulement égal a 0,25. 

Etant donné quil existe beaucoup d’hémolysine 9 dans la 
toxine ES15, il est normal que le rapport des paramétres LN et 
L+ de cette préparation soit supérieur a 1,4. Les toxines EB1, 
EB2, EP2 contiennent netlement moins d’hémolysine 6 que ES15 ; 
nous ne pouvons dire actuellement si cette hémolysine est seule 
responsable de la valeur élevée que présente le rapport LN/L+ 
des toxines EB1, EB2, EP2. La présence dans ces toxines d’un 
facteur létal non nécrosant, autre que 6, n’est pas invraisemblable. 


(7) De nombreux titrages in vitro [43b, 46] ont montré que le 
sérum 415 titre 1000 a 1200 unités anti-0 ; le sérum 185 contient 
20 4 30 unités anti--) (l’unité anti correspond A l’activité de 0,05 ml 
du sérum étalon anti-perfringens de 1931). 
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Pour en décider, il faudrait évaluer la dose L+ ainsi que la 
dose LN de ces toxines aprés les avoir saturées d’antitoxines 
pures anti-) et anti-K, puis comparer toutes les déterminations. 

Quant aux préparations EB3, EB4 et ES4, elles sont a peine 
hémolytiques en l’absence de Ca; et cependant les rapports de 
leurs doses LN et L+ présentent des valeurs relativement fortes : 
1,78, 2 et 4,8, car les doses LN/10 de ces trois toxines ont respec- 
tivement pour valeur : 0,41, 0,53 et 0,52 mg (8). Le fait que !a 
dose L+ de chacune de ces toxines est nettement inférieure a la 
dose LN correspondante retient notre attention. Pour ]’expliquer, 
nous avons successivement fait les suppositions suivantes : 1° la 
dose LN/10 des toxines a été déterminée sur des cobayes présen- 
tant une immunité naturelle anti-perfringens ou bien une faible 
sensibilité ; 2° les toxines EB3, EB4, ES4 auraient peu d’affinité 
pour les sérums étalons de 1942 ; par suite, le composé — toxine u 
+ antitoxine a étalon — injecté dans le derme des cobayes ou dans 
les veines des souris serait peu stable ; ce composé trouverait 
chez les souris inoculées des conditions de dissociation plus favo- 
rables que chez les cobayes, d’ou la valeur relativement faible 
de la dose L+ par rapport a la dose LN; 3° les trois toxines 
indiquées contiennent 4 un taux non négligeable un antigéne létal 
non nécrosant. 

Nous avons rejeté la premiére hypothése parce que le contréle 
suivant permet de penser que la dose LN des toxines EB3, EB4, 
ES4 ‘contient effectivement la quantité d’antigéne « qui correspond 
a une unité d’antitoxine a. Nous avons recherché le pouvoir anti- 
toxique du sérum 415 par le procédé des injections intraveineuses 
a la souris en prenant comme dose d’épreuve de toxine per- 
fringens 4,1 mg de toxine EB3: nous avons trouvé que le sérum 
titrait 36 a 40 unités; lorsque nous testons ce sérum vis-a-vis 
de 5,3 mg de toxine EB4, nous constatons qu’il titre 35 unités. 
Ces résultats sont conformes a la réalité. 

Nous pensons que l’on peut éliminer la deuxiéme hypothése : 
si les toxines citées avaient peu d’affinité pour les sérums étalons 
anti-perfringens, ce manque d’avidité devrait aussi apparaitre 
au cours des titrages in vitro que nous avons faits pour déter- 
miner Ja dose Le des toxines. Or la dose Le des toxines EBS, 
EB4, ES4 permet d’évaluer correctement in vitro le titre anti- 
lécithinasique « des sérums anti-perfringens. Le sérum 415, par 
exemple, titre 40 unités anti-a lorsque le titrage est réalisé en 
présence de la dose Le de la toxine EB3 ; il titre 38 unités d’aprés 
le titrage avec la dose Le de EB4 (dosages en présence de sérum 


(8) La dose LN/10 des toxines EB3, EB4 est déterminée avec 1’étalon 
anglais de 1942 et la dose LN/10 de la toxine ES4 avec l’étalon danois 
de 1942, 
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humain, de Ca et d’eau physiologique ordinaire ; les mélanges 
de toxine perfringens, de Cl,Ca6H,O et de sérum anti-perfringens 
sont incubés a 37° pendant quarante-cing minutes avant d’étre 
additionnés de sérum humain). 

Nous nous rallions actuellement a la troisieme hypothése et 
tendons a penser que l’antigéne » existe dans les toxines EB3, 
EB4, ES4. Faisons remarquer que la quantité de collagé- 
nase K présente dans ces toxines ne semble pas trés grande. Les 
valeurs du rapport DMm/dKm de ces trois toxines varient seu- 


lement entre 1 et 2,2. 
b) Dose L+ des toxines additionnées de Ca. 


Oakley et Warrack [33] ont signalé que le calcium n’augmente pas 
la nocivité de la toxine perfringens a antigéne g dominant. Nous avons 
constaté que le Ca ne modifie pas la valeur de la dose L+ de deux 
toxines contenant o mais non @ [34]. 

Nous avons récemment recherché en présence de Cl,Ca_ cristallisé 
et de ]’étalon anti-perfringens danois la valeur de la dose L+ de la 
toxine ES15 riche en hémolysine 6. Cette toxine a été dissoute dans 
de l’eau physiologique additionnée de 1 p. 100 de Cl,Ca cristallisé 
puis titrée avec |’étalon indiqué. Les observations faites au cours du 
titrage nous ont engagées 4a rechercher la dose L+ de trois toxines 
dont Vantigéne o n’était accoompagné que de traces d’hémolysine 9 
(ES11, ES12, ES13) ; nous avons mis ces toxines en solution dans de 
Veau physiologique additionnée de 1 p. 100 ou de 1,2 p. 100 de Cl,Ca ; 
les résultats du tableau précédent montrent que le chlorure de Ca ne 
modifie pratiquement pas la valeur de la dose L+ de ces trois toxines ; 
par contre, ce sel affecte nettement la dose L+ de la toxine ES15: en 
effet, la dose L+ de cette toxine en solution dans de l’eau physiolo- 
gique additionnée de 1 p. 100 de Cl,Ca6H,O est seulement égale 4 1,4 mg, 
alors qu’en l’absence de ce sel elle atteint 1,85 mg. L’écart entre les 
deux résultats est supérieur aux erreurs expérimentales obseryées dans 
les titrages in vivo ; il semble indiquer, & premiére vue, que le Ca 
intensifie l’activité de l’antigéne o de la toxine ES15. Or, lorsqu’on 
recherche la DMm de la toxine ES15 dissoute dans de 1’EP ordinaire ou 
dans EP + ‘Ca, on se rend compte que le calcium n’augmente pas nota- 
blement la nocivité de cette toxine. En effet, la DMm de la toxine est 
égale 4 0,05 mg en l’absence de Cl,Ca et a 0,048 mg en présence de 
ce sel. Pour essayer d’interpréter la faible valeur de la dose L+ de la 
toxine {S15 en solution dans de l’eau physiologique calcifiée 4 1 p. 100 
(c’est-a-dire dans de lVeau distillée additionnée de 0,9 p. 100 de ClNa 
et de 1 p. 100 de Cl,Ca cristallisé), nous avons refait le titrage de cette 
toxine, mais en utilisant cette fois-ci comme solvant de l’eau distillée 
additionnée de 1,9 p. 100 de CINa. La dose L+ de la toxine ES15 en 
présence de cette dose de Cl,Ca est égale 4 1,6 mg (au lieu de 1,4 mg 
en présence de CINa). A la suite de ces observations, nous supposons 
que la dose de Cl,Ca employée active peu l’antigéne o de la toxine ES15 
et que les solutions hyperchlorurées diminuent sensiblement 1’affinité 
de l’antigene o, de cette toxine pour l’anticorps homologue : en pré- 
sence des doses élevées de chlorure ajoutées 4 la toxine ES15, le 
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complexe toxine ES15 + antitoxine q serait moins stable que dans les 
solutions normalement chlorurées. 


Nous indiquerons dans une note ultérieure les résultats que nous 
avons obtenus en utilisant plusieurs de nos toxines pour déter- 
miner in vitro, en présence de sérum humain ou d’émulsion de 
jaune d’ceuf, la teneur en antitoxine « de différents sérums anti- 
perfringens ; nous avons expérimenté avec des sérums_anti- 
perfringens contenant plus de 100 unités anti d’aprés les 
dosages préalablement réalisés in vivo avec des toxines per- 
fringens appropriées. 

Résumé. 


La toxine préparée avec plusieurs souches de W. perfringens 
est desséchée aprés précipitation par le sulfate neutre d’ammo- 
nium puis titrée dans diverses conditions. 

Lorsque le rapport entre la dose minima mortelle et la dose 
minima hémolytique d’une toxine perfringens A titrée en l’absence 
de Ca est égal ou supérieur a 20, les sérums étalons trés pauvres 
en anti-hémolysine 4 neutralisent in vivo un poids relativement 
faible de toxine : laction hémolytique est évaluée en présence 
d’hématies lavées de mouton; au cours des titrages in vivo, 
réalisés sur souris blanches de 17 4 20 g, les inoculations sont 
faites par vole veineuse. 

En ensemencant la souche SS dans du bouillon Vf glucosé addi- 
tionné de fragments de foie cuit, on obtient souvent de la toxine 
perfringens a antigéne « dominant; il est possible avec cette 
toxine de déterminer, par le procédé des injections intraveineuses 
a la souris, le titre anti-o. des sérums anti-perfringens. Quelque- 
fois, l’exotoxine produite en présence de cholestérol par la 
souche SS ne peut servir a rechercher le taux de l’antitoxine a 
dans les sérums par le procédé des injections aux souris ; dans 
un cas cité au cours de l’exposé, la dose LN de la toxine est trés 
supérieure 4 la dose L+ et cependant cette toxine est a peine 
hémolytique en l’absence de Ca. 

Le rapport des doses LN et L+ des premiéres toxines pré- 
parées avec la souche BP6K dans du bouillon Vf glucosé conte- 
nant des fragments de foie cuit est nettement supérieur a 1; ces 
toxines ne conviennent pas au titrage de l’antitoxine perfringens « 
dans les sérums par |’épreuve intraveineuse sur la souris ; par 
contre, elles se prétent a ce titrage par l’épreuve lécithinasique 
in vitro. 

La présence d’un antigéne létal non nécrosant dans des toxines 
perfringens peu hémolytiques et faiblement collagénasiques est 


envisagée. 
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IMPORTANCE DE L’HOTE BACTERIEN 
POUR LES BESOINS EN CALCIUM 
D'UN BACTERIOPHAGE 


par J. BEUMER et M.-P. BEUMER-JOCHMANS (*). 


(Institut Pasteur de Bruzelles.) 


Nos recherches antérieures [41] ont établi la nécessité du Ca ++ 
pour la fixation sur la bactérie sensible de l'un des phages (H +), 
isolés de la souche lysogéne de bacille coliforme de Lisbonne. 
Un autre phage (H —), isolé de la méme souche, ne montre pas 
une telle exigence en Ca++, étant capable de lyser notre souche 
sensible de Shigella dysenterie « Flexner 6 » (F6) en bouillon 
contenant 0,01 M oxalate de Na. Or Bertani [2, 3] signale que les 
phages P1 et P2, isolés de la souche lysogéne Li, exigent tous 
deux la présence de Ca++ pour se fixer sur la souche sensible 
Sh de Shigella dysenteriw. La souche Li de Lisbonne et Carrére 
utilisée par Bertani n’est pas la méme que la nétre, mais toutes 
deux dérivent probablement de .celle qui permit a Lisbonne et 
Carrére de mettre en évidence pour la premiére fois le phéno- 
mene de lysogénie. D’autre part les épreuves de neutralisation 
par les sérums anti-phages ont permis d’assimiler le phage Pl 
de Bertani a notre phage H — et P2 a H + (1). Ce dernier 
se comporte comme le phage P2 de Bertani, au point de vue de 
la nécessité du Ca++ pour la fixation sur les bactéries sensibles, 
mais notre attention fut attirée par l’apparente divergence de 
comportement a cet égard entre Pl et H —. Bien que le besoin 
en Ca ++ soit considéré comme un caractére inhérent au phage ct 
indépendant de la bactérie sensible, nous nous somines toutefois 
demandé si le fait que notre phage H— paraissait étre indé- 
pendant du Ca++ n’était pas di a ce que nous utilisons une 
souche sensible différente de celle de Bertani et nous avons 
recherché le comportement de ce phage vis-a-vis d’une autre de 


nos souches de Shigella dysenterix, la souche Shiga « PB » 
(SHPR): 


(*) Manuscrit recu le 1% juillet 1955. , ' 
(1) Nous remercions le D™ Bertani pour l’envoi de ses sérums anti- 
phages, qui ont permis cette identification. 


BESOINS EN CALCIUM D’UN BACTERIOPHAGE 395 


Nos souches, ainsi que les milieux de culture et les méthodes 

bea r . . 
d’étalement et de numération des phages, ont été décrits précé- 
demment [4]. 


SENSIBILITE DE LA soucHuE SHPB au puace H —. 


Quatre des souches de Shigella dont nous disposons se sont 
révélées sensibles au phage H — (régénéré sur la souche F6), 
a l’épreuve a la goutte, consistant A déposer a la surface de la 
gélose ensemencée de la souche éprouvée, une goutte de phage 
non diJué. Mais alors que la souche F6 est sensible au phage H — 
a la fois sur gélose au bouillon nutritif + 0,001 M Ca ++, sur gélose 
sans addition de Ca ++ et sur gélose + 0,01 M oxalate de Na, les 
souches Y 6R, SHPB et SH 30 ne sont pas lysées sur gélose oxa- 
latée, mais seulement sur gélose simple ou calcifiée. La souche 
SHPB parait la plus sensible au manque de Ca ++, car sur gélose 
simple elle se montre moins réceptive au phage H — que sur 
gélose + 0,001 M Catt. 

Cette épreuve préliminaire parait indiquer que le phage H — 
exige du Ca ++ ou non, suivant la souche sensible envisagée. On 
constate toutefois également que, méme sur gélose calcifiée, le 
titre du phage H — est nolablement plus faible sur SHPB que 
sur F 6. C’est pourquoi avant d’élucider le probléme des besoins 
en Ca ++ du phage H —, nous avons précisé la sensibilité de la 
souche SHPB 4a ce phage. 

En bouillon nutritif additionné de 0,003 M Ca ++, le phage H — 
ne provoque qu’une lyse faible et inconstante de la souche SHPB. 
Toutefois si l’on filtre cette culture de premier passage, le filtrat, 
soit H — SHPB (Ca), lyse totalement en quelques heures !a 
souche SHPB en bouillon + 0,003 M Ca++. Le titre du phage 
H — sur SHPB (sur gélose + 0,003 M Ca) est de 7,2 x 10*/ml; 
apres un pasage sur SHPB son titre est de + 10°/ml. L’activité du 
phage H — sur SHPB augmente donc considérablement par un 
passage sur ce germe en bouillon calcifié. Par contre, le titre du 
phage sur F6 ne change guére au cours de ce passage: en effet, 
sur F6, H — titre 2,7 x 10°/ml et H — SHPB (Ca) 1,3 x 10°/ml. 

La sensibilité de la souche SHPB au phage H — est done faible, 
comparée a celle de la souche 6; en effet, le rapport titre sur 
SHPB/titre sur F6 = 2,6 x 10°. Ce rapport vaut, par contre, 
7,7 x 10 pour le phage H — SHPB (Ca), ce qui démontre que 
la souche SHPB est beaucoup plus sensible au phage H — qu'elle 
a régénéré elle-méme, 

On peut se demander, dés lors, si le phage H — ne contient pas 
des particules de deux types ; les plus nombreuses agiraient sur 
F6 seul, tandis que d’autres, en plus petit nombre, agiraient a la 
fois sur F6 et sur SHPB. Et l’on pourrait supposer du méme coup 
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que les particules actives sur F6 seul sont capables de se passer 
de Ca ++, tandis que celles qui agissent a la fois sur SHPB et sur 
F6 exigent la présence de cet ion. ' 

L’expérience ne confirme toutefois pas cette maniére de. voir. 
Nous avons fait subir au phage H — une série de passages, soit 
sur SHPB en bouillon + 0,003 M Ca ++ (BnCa), soit sur F6 en 
bouillon + 0,01 M oxalate de Na (BnOx). Le tableau I présente un 
résumé des résultats obtenus. Dés le premier passage sur SHPB en 
BnGa, lactivité lytique du phage H — sur SHPB en BnCa aug- 
mente au moins 100 fois, tandis que son activité sur F6 en BnOx 
diminue, par contre, 10 000 fois. Or, aprés six passages sur SHPB 
en BnCa, le phage H — SHPB (Ca) lyse encore la souche F6 en 
BnOx a 10, comme apres le premier passage sur SHPB en BnCa. 
Les passages sur SHPB en BnCa n’ont done pas fait disparaitre 
activité du phage sur F6 en BnOx : aprés la chute initiale suivant 
le premier passage sur SHPB en BnCa, elle se maintient au méme 
niveau au cours des passages successifs. I] suffit d’ailleurs de 
repasser sur F6 en BnOx le phage de sixiéme passage sur SHPB en 
BnCa, pour qu’immédiatement l’activité du phage sur F6 en BnOx 
remonte au titre qu’elle avait avant tout passage sur SHPB en 
BnCa, tandis que l’activité du phage sur SHPB en BnCa retombe 
au titre quelle avait avant son passage sur ce germe, et se 
maintient désormais 4 ce titre au cours des passages ultérieurs sur 
F6 en BnOx. 

D’autre part, activité du phage H — sur SHPB en BnCa et celle 
de ce phage sur F6 en BnOx, aprés un ou plusieurs passages sur 
I'6 en BnOx, ne different pas de celles du phage avant lout passage 
dans ces conditions. Mais il suffit de faire subir un seul passage 
sur SHPB en BnCa au phage de sixiéme passage sur F6 en BnOx, 
pour que d’emblée l’activité de ce phage sur SHPB en BnCa aug- 
mente 10 000 fois et que son activité sur F6 en BnOx diminue dans !a 
méme proportion : cette modification des activités du phage 
persiste inchangée au cours des passages suivants sur SHPB en 
BnCa. 

En dépit des passages successifs sur F6 en BnOx, le phage H -— 
ne lyse jamais SHPB dans ce milieu. On ne réussit pas davantage 
a obtenir une lyse de SHPB en BnOx avec du phage passé une ou 
deux fois sur SHPB en BnOx : dans ces conditions le phage ne se 
multiple pas et disparait par dilution. L’activité du phage H — en 
BnOx ne se manifeste done que sur F6 et non sur SHPB. 

Si Pon suit l’évolution des titres sur gélose au cours des 
passages, on constate, comme nous avons déja signalé, qu’aprés 
un passage sur SHPB en BnCa, le titre du phage sur SHPB 
augmente plus de 1 000 fois, tandis que son titre sur F6 ne change 
pas : de ce fait le titre sur SHPB atteint une valeur trés voisine de 


7) 


celui sur I'6. Il en est de méme aprés six passages : le titre du 


Tasieau I. 
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phage sur F6 n’a pas diminué, son titre sur SHPB n’a plus 
augmenté. Mais il suffit d’un passage sur 6 en BnOx pour que 
le titre du phage sur SHPB retombe au niveau de celui qu’il avait 
avant tout passage sur SHPB en BnCa, que |’on opére aprés un ou 
aprés six passages dans ce dernier milieu. Par ailleurs, le titre du 
phage H — sur SHPB et celui sur F'6 ne sont pas modifiés par un 
ou plusieurs passages sur I*°6 en BnOx. II suffit, d’autre part, de 
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passer une fois sur SHPB en BnCa le phage ayant subi plusieurs 
passages sur F6 en BnOx, pour que d’emblée le titre du phage 
sur SHPB augmente plus de 1 000 fois, sans que varie son titre sur 
F6. 


On constate done que le phage H — se comporte différemment 
selon qu'il a été régénéré sur F6 en BnOx ou sur SHPB en BnCa. 
Le phage H — passé sur F6 en BnOx, soit H — F6(Ox), comme le 
phage H — du départ, donne mille a dix mille fois moins de 
taches sur SHPB que sur F6; il lyse F6 en BnOx a un titre élevé 
et de peu inférieur a celui auquel il le lyse en BnCa, tandis que 
son activité lytique vis-a-vis de SHPB est trés faible en BnCa et 
nulle en BnOx. Le phage H — passé sur SHPB en BnCa, soit 
H — SHPB(Ca), donne par contre a peu prés le méme numbre de 
taches sur SHPB et sur F6, c’est-a-dire qu’il donne sur SHPB, 
dix mille fois plus de taches que H— F6(Ox). En BnCa, 
H — SHPB(Ca) lyse SHPB et F6 a un titre élevé, mais en BnOx, 
son activité lytique pour F6 est dix mille fois plus faible que 
celle de H — F6(Ox) et elle est nulle pour SHPB. Or, fait trés 
important, l’activité faible du phage H-—  SHPB(Ca) vis-a-vis 
de F6 en BnOx, ne disparait pas au cours des passages successifs 
de ce phage sur SHPB en BnCa : elle se maint.ent invariablement 
au méme ltre. De méme les passages du phage H — F6(Ox) sur 
F6 en BnOx ne font pas disparaitre l’activité faible de ce phage 
vis-a-vis de SHPB en BnCa: elle aussi se maintient au méme 
titre au cours des divers passages. I] suffit d’un seul passage sur 
SHPB en BnCa pour que le phage H— F6(Ox) se comporte 
comme le phage H — SHPB(Ca), comme un seul passage sur F6 
en BnOx confére au phage H— SHPB(Ca) les caractéres du 
phage H — F6(Ox). 

La souche SHPB, bien qu’elle ne soit pas lysée en BnOx par 
le phage H — F6(Ox) et qu'elle ne soit que médiocrement sen- 
sible 4 ce phage, méme en BnCa, le reproduit toutefois 4 un taux 
constant, quoique faible, au cours des passages successils. On 
ne peut done admettre que l’activité du phage H — sur i6 en 
BnOx soit attribuable & des particules inactives sur SHPB. De 
méme, et pour des raisons analogues, on ne peut considérer que 
Pactivité élevée du phage H —SHPB(Ca) sur SHPB en BnCa 
soit due a des particules incapables de lyser F6 en BnOx puisque 
dans ce milieu la souche F6 reproduit & un taux constant des par- 
ticules actives sur SHPB en BnCa. I] faut ajouter que le phage 
isolé des taches produites sur F6, sur gélose oxalalée par le 
phage H — F6(Ox) est actif sur SHPB en BnCa. 


Ces expériences nous conduisent a tirer deux cunclusions : 


1° En BnOx, le phage H — agit sur la souche F6 et non sur 
la souche SHPB, alors qu’il agit sur les deux souches en BnCa : 
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la nécessité de lion Ca++ pour Vactivité du phage H — 
dépend donc de la souche considérée. 

2° Cette différence de comportement du phage suivant la 
souche sensible ne peut étre attribuée a l’existence dans le 
phage H — de particules différentes, dont les unes actives sur F6 
en BnOx seraient inactives sur SHPB, tandis que celles auxquelles 
cette derniére souche est sensible n’agiraient pas sur F6 en BnOx. 

L’ensemble des faits observés nous conduit a penser que le 
phage H— est modifié par son passage sur la gouche SHPB 
en BnCa, mais que cette modification disparatt dés que l’on passe 
le phage sur F6 en BnOx. Le mécanisme de cette modification 
réversible s’explique au mieux, selon nous, par une « mutation 
controlée par |’hdte », analogue aux exemples déja décrits par 
Luria et Human [4], par Bertani et Weigle [3] pour le phage P2 
de la souche lysogéne Li et, plus récemment, par Ralston et 
Krueger [5] pour un phage staphylococcique. 


FrxaTIon Du PHAGE H — sur SHPB et sur F6. 


Les expériences précédentes paraissant établir que la lyse 
de SHPB par le phage H — exige la présence de Ca + +, tandis 
que celle de F6 se produit en l’absence de cet ion, nous avons 
recherché si la fixation du phage H— sur la souche SHPB 
dépend de la présence de Ca++ et dans que'le mesure, par 
contre, la fixation du phage sur la souche F6 en est indépen- 
dante. 

Nous avons choisi pour cette étude le phage H — passé sur 
SHPB en BnCa, parce qu’il donne sur SHPB un nombre de taches 
voisin de celui qu’il donne sur F6. 

Nos premiers essais ont été effectués dans un milieu semi- 
synthétique (DBP), constitué du milieu synthétique D2, précé- 
demment décrit [6], sans Ca + + ni Mg + +, enrichi par 0,2 p. 100 
de Bactopeptone Difco privée de Ca++ par passage sur résine 
échangeuse d’ions (Amberlite). Dans ce milieu sans Ca++ 
ni Mg + +, la souche F6 fixe au moins 70 p. 100 du phage H— 
en cinq minutes, alors que la souche SHPB ne semble pas en 
fixer de quantité appréciable en trente minutes. Mais nous 
n’avons pu poursuivre nos expériences dans ce milicu, car le 
phage H — y est trés instable, comme nous I’avons déja signalé 
antérieurement : 80 p. 100 du phage sont inactivés en dix minutes 
en l’absence de Ca++ ou de Mg++, si le phage ne s’est pas 
fixé sur la bactérie sensible. Nous avons pu constater 4 nouveau 
que l’addition de 0,0005 M Ca++ ou de 0,001 M Mg++ au 
milieu y assure la stabilité du phage H —. 

L’impossibilité de constituer des témoins stables de phage H — 
en milieu DBP sans Ca++ nous a amenés a poursulvre nos 
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expériences de fixation en bouillon nutritif. L’étude de la fixation 
du phage H — SHPB(Ca) sur SHPB et sur F6 a été menée en 
utilisant concurremment trois méthodes, qui sont des adaptations de 
celles décrites par Adams [7]. 


On ajoute & 5 ml de culture microbienne en bouillon, agée de 
5 heures, maintenue au bain-marie 4 37°, une quantité détermimée de 
phage H-SHPB(Ca) fraichement régénéré. Le nombre de bactéries de 
la culture et le nombre de phages sont déterminés avant d’opérer le 
mélange. Aprés le temps de contact désiré 4 37°, on procéde simulta- 
nément aux trois prélévements suivants : 

1° 0,05 ml de mélange culture + phage sont dilués dans 5 ml de 
bouillon glacé et 0,1 ml de cette dilution est étalé immédiatement 
sur SHPB, sur gélose nutritive + 0,003 M Ca++: titrage du phage 
total, fixé et libre ; 

2° 1 ml du mélange est centrifugé immédiatement en tube glacé : 
le liquide surnageant est dilué & raison de 0,05 ml dans 5 ml de 
bouillon glacé, et on étale 0,1 ml comme précédemment : titrage du 
phage libre. 

D’autre part, le culot de centrifugation est repris dans 1 ml de 
bouillon glacé, et dilué 4 raison de 0,05 ml dans 5 ml de bouillon glacé ; 
on étale 0,1 ml de cette dilution : titrage du phage fixé sur les bac- 
téries ; 

3° 0,1 ml du mélange + 0,9 ml de sérum anti-phage H — dilué 10—-? 
en bouillon ; on laisse en contact dix minutes 4 37°, puis on dilue 0,1 ml 
dans 0,9 ml de bouillon glacé et on étale 0,1 ml de cette dilution : 
titrage du phage non neutralisé par le sérum. Un témoin d’activité 
du sérum permettant de déterminer que celui-ci neutralise plus 
de 95 p. 100 du phage libre dans le délai choisi, on considére que le 
titre du phage non neutralisé doit correspondre au titre du phage 
fixé sur le culot microbien, ce phage fixé échappant en général a 
lvaction du sérum. 


Les résultats d’expériences conduites selon cette technique sont 
résumés dans le tableau IT, p. 401, ott sont consignés dans chaque 
cas les pourcentages de phage non fixé, de phage fixé sur les bac- 
téries et de phage non neutralisé par le sérum anti-H — aprés la 
fixation. La souche SHPB fixe 95 p. 100 du phage H-SHPB(Ca) 
en quinze minules en bouillon additionné de 0,01 M Ca++; elle 
ne fixe pratiquement pas ce phage en bouillon simple. Le Ca + + 
est donc indispensable a Ja fixation du phage H — SHPB(Ca) sur 
la souche SHPB. La fixation de ce phage sur la souche F6, par 
contre, s’effectue en absence de Ca ++ : F6 fixe, en effet, 95 p. 100 
du phage en bouillon + 0,01 M Ca++, 82 p. 100 en bouillon 
simple et 70 p. 100 en bouillon + 0,01 M oxalate. Ces chiffres 
indiquent toutefois que la présence de Ca ++ améliore le taux de 
fixation du phage H — SHPB(Ca) sur F6. 

Les trois méthodes utilisées pour apprécier la fixation du phage 
sur les bactéries donnent des résultats concordants, sauf pour F6 
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en bouillon simple ou oxalaté. Dans ces deux cas, le phage fixé 
sur les bactéries ne forme plus de taches aprés neutralisation par 
le sérum anti-H —. Tout se passe comme si, alors que le phage 
fixé sur F6 en présence de Ca++ n’est pas neutralisé par ‘le 
sérum antiphage, le phage qui se fixe sur cette souche en 
absence de Ca + + restait neutralisable par le sérum. Cette ano- 
malie ne semble pas pouvoir étre expliquée par une absence de 
pénétration du phage dans la bactérie, due a l’absence de Ca + + 


TasLeAu II, 


Souche F Milieu - Phage +Phage fixé sur :Phage non neu- 
bactérienne : : non fixé sles bactéries. :tralisé par 
Pe OO 3 p. 100 :sér. anti H- 
p.- 400 
SHPB Bn 87 1,6 0,2 
Bn + 0,01 Ca ++ 3 Bike 3 95 : 90 
P6 Bn 9 §2 0,3 
Bn + 0,01 M Ca ++ 2 2 : 95 : 11 
Bn + 0,01 M Oxalate 2 36 : 70 : 1,4 


Phage : H-SHPB (Ca). Cultures bactériennes: SHPB et F 6 — Cultures en Bn 
de 5 heures. Rapport phages/bactéries: 1/1000. Durée de la fixation 4 37° : 
quinze minutes. 


(Luria et Steiner {8]), car, ainsi que nous le verrons plus loin, le 
phage fixé sur F6 dans ces conditions se multiplie, et d’autre 
part, d’aprés Luria et Steiner, le phage fixé, qui n’a pas encore 
pénétré dans la bactérie, n’est déja plus neutralisable par le 
sérum anti-phage. Mais il se peut que la pénétration du phage 
dans la bactérie soit trés lente en absence de Ca ++ et que dans 
ces conditions le phage fixé reste neutralisable par le sérum 
anli-phage. Les expériences de croissance a cycle unique décrites 
plus loin montrent, en effet, que la période de latence est forte- 
ment allongée en absence de Ca++; mais, par ailleurs, nous 
n’avons pu mettre en évidence aucune augmentation du phage 
non neutralisable par le sérum anti-phage, dans des cultures 
de F6 infectées de phage en bouillon simple, au cours de cent 
quarante minutes d’observation. 

Si Yon répéte les expériences précédentes en augmentant la 
quantité de phage mis en ceuvre, de telle maniére que le rap- 
port phages/bactéries soit de 1/10 4 1/20 au lieu de 1/1 000, on 
obtient des résultats comparables aux précédents, bien que la 
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proportion de phage fixé ne soit plus que de 50 p. 100 environ 
dans le cas de la souche SHPB. 

Il est difficile de fixer avec précision la concentration de Ca + + 
indispensable a la fixation de H-SHPB(Ca) par SHPB en bouillon. 
Pour des concentrations de 0,003 M, 0,006 M et 0,01 M les pro- 
portions de phage fixé en quinze minutes sont respectivement 
de 20, 80 et 95 p. 100: dans ce cas la concentration-limite se 
situerait aux environs de 0,006 M. Mais il est a noter que les 
résultats varient avec le lot de bouillon: c’est la raison pour 
laquelle, aprés de nombreux résultats irréguliers dus a l’addi- 
tion au bouillon de quantités de Ca++ trop voisines de la con- 
centration limite, nous avons effectué les expériences de fixation 
de H— SHPB(Ca) sur SHPB, en bouillon + 0,01 M Catt. 
La présence d’un précipité dans le bouillon additionné de 0,01 M 
Ca++ ne géne pas: on a vérifié, en effet, qu’il n’y a pas 
adsorption du phage sur ce précipité. En bouillon + 0,01 M 
Ca++, la fixation du phage est rapide, puisqu’elle est d’environ 
70 p. 100 en cinq minutes et de plus de 90 p. 100 aprés dix 
minutes. 

Il est done établi qu’un méme phage, H — SHPB(Ca), ne se 
fixe sur SHPB qu’en présence de quantités élevées de Ca ++, alors 
qu’il se fixe sur la souche 6, méme dans un milieu privé de Ca ++ 
par l’oxalate de soude. 

Nous avons, au cours d’un petit nombre d’expériences dans 
lesquelles nous nous sommes contentés de titrer le phage fixé sur 
les bactéries, vérifié que le phage H — originel, entretenu sur F6 
en bouillon simple, ne se fixe lui aussi qu’en présence de Ca ++ 
sur SHPB, tandis qu'il se fixe sur F6 méme en milieu oxalate. 


MULTIPLICATION DU PHAGE H— sur SHPB et sur F6. 


Afin de savoir si le phage H— SHPB(Ca) se multiplie sur F6 
dans un milieu sans Ca++, comme dans les milieux qui en 
contiennent, nous avons effectué des expériences de croissance 
du phage a cycle unique (single-step growth) selon la méthode 
décrite par Adams [7]. 

La marche générale de nos expériences peut se résumer comme 
suit : 


1° Fixation: A 0,9 ml de suspension microbienne, Agée de 5 h., 
en bouillon simple, calcifié (0,01 M) ou oxalaté (0,01 M), suivant les 
cas, on ajoute 0,1 ml de phage H — SHPB(Ca) convenablement dilué. 

(N. B. — La suspension microbienne et la dilution de phage sont 
titrées avant le mélange.) 

On laisse en contact au bain-marie A 37° pendant dix quinze minutes, 
pour que s’opére la fixation du phage sur les bactéries. 

2° Neutralisation du phage non fixé, par le sérum anti-H — : on 
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dilue 0,1 ml du tube de fixation dans 0,9 ml de sérum anti-H — dilué 
au 1/100 et on laisse agir 4 37° pendant dix minutes (plus de 95 p- 100 
du phage libre sont neutralisés). 

3° Dilution : on dilue 0,1 ml du tube précédent dans 0,9 ml de 
bouillon simple, calcifié ou oxalaté, suivant ce que contenait le tube 
de fixation. 

4° Tubes de croissance: sans délai on introduit 0,25 ml du tube 
précédent dans 5 ml de bouillon simple, calcifié ou oxalaté, selon le cas 
(premier tube de croissance). 

On introduit, immédiatemnt aprés, 0,5 ml du premier tube de 
croissance dans 5 ml de bouillon identique au précédent (deuxiéme 
tube de croissance). 

On étale immédiatement sur SHPB, sur gélose + 0,003 M Ca + +, 
0,1 ml des deux tubes de croissance. On répéte ces étalements & inter- 
valles réguliers pendant le temps nécessaire a 1’établissement de la 
courbe de croissance du phage. 


Dans les cas ow la fixation s’opére en bouillon simple ou 
oxalaté sur la souche F'6, nous avons vu précédemment que le 
phage fixé reste apparemment neutralisable par le sérum anti- 
phage. Nous avons procédé dans ces cas selon une méthode 
un peu différente, que nous avons utilisée seule ou en méme 
temps que la technique précédente. Aprés la fixation, on centri- 
fuge le mélange bactéries + phage, pendant cinq minutes 
4a 3500 tours/minute, et le culot microbien est repris dans 1 ml 
de bouillon simple ou oxalaté suivant le cas. Ayant ainsi éliminé 
la plus grande partie du phage non fixé, on continue les opé- 
rations, suivant la technique précédemment décrite aux n®* 3° 
et Ay. 

Les résultats expérimentaux (tableau III, p. 397; fig. 1) indiquent 
que pour le systeme phage H— SHPB(Ca) + souche SHPB, dans 
les conditions spécifiées, la période de latence est de cinquante- 
cing 4 soixante minutes et le rendement moyen en phages par 
bactérie infectée de 33 a 41, en bouillon + 0,01 M Ca++. En 
bouillon simple, par contre, il n’y a ni fixation, ni multiplication 
du phage sur la souche SHPB. 

La période de latence du phage H—SHPB(Ca) sur la 
souche F6, en bouillon calcifié, est semblable a celle de ce phage 
sur SHPB : quarante-cing-cinquante-cing minutes; le rendement 
moyen est du méme ordre de grandeur également (17-37), bien 
qu’un peu plus faible. On constate, par ailleurs, que contrai- 
rement A SHPB, la souche F6 permet la croissance du _ phage 
H — SHPB(Ca) en bouillon sans addition de Ca++ ou contenant 
0,01 M oxalate de Na. Mais dans ces conditions, la période de 
latence est fortement allongée, puisqu’elle atteint cent quatre-vingts 
a deux cents minutes en bouillon simple et cent quatre-vingts 
4 trois cents minutes en bouillon oxalaté ; de plus, le rendement 
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moyen en phages par bactérie infectée est nettement plus faible 
en bouillon simple et en bouillon oxalaté. 

Le phage H — SHPB(Ca) se multiplie done sur F6 en bouillon 
sans addition de Ca++, ainsi qu’en bouillon oxalaté, alors qu’'l 
ne se multiplie pas sur SHPB dans ces conditions. Toutefois, 
dans le systeme H — SHPB(Ca) + F°6 en milieu pauvre en Ca ore 
(bouillon simple) ou privé de cet ion (bouillon oxalaté), la 
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Fic. 1. — Courbes de croissance du phage H-SHPB (Ca) sur SHPB et sur FO. 


période de latence du phage est fortement prolongée et le rende- 
ment moyen plus faible qu’en bouillon calcifié. Des titrages pra- 
tiqués simultanément sur SHPB et sur F6 montrent que les parti- 
cules libérées au cours de la croissance de H — SHPB(Ca) sur F6 
en bouillon simple ou oxalaté agissent a la fois sur F6 et 
sur SHPB. Mais la sensibilité plus faible de la souche SHPB, au 
phage régénéré par F6 en milieu oxalaté, se manifeste par un 
titre moins élevé du phage libéré vis-a-vis de SHPB qu’a l’égard 
de F6, Cette expérience confirme done que la souche F6 régénere 
en milieu oxalaté du phage actif sur SHPB, et que ce phage est 
modifié, dans son activité sur SHPB, par son passage sur F6 
en bouillon oxalaté. 
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Discussion. 


Le phage H —, entretenu sur F'6, forme mille a dix mille fois 
moins de taches lorsqu’on |’étale sur SHPB, que lorsqu’on l’étale 
sur F’6 ; il lyse cette derniére souche a un titre élevé a la fois en 
bouillon calcifié et en bouillon oxalaté, tandis qu’il lyse SHPB 
a un titre trés faible en bouillon + calcium et pas du tout en 
bouillon oxalaté. Un seul passage sur SHPB en bouillon-calcium 
modifie fortement le comportement du phage H —, en le rendant 
dix mille fois plus actif sur SHPB et en diminuant dans la méme 
proportion son activité sur F6 en bouillon oxalaté. 

Le comportement du phage H — est done déterminé par 
Vhéte sur lequel il s’est multiphé. Or, si un passage sur SHPB 
en bouillon calcifié réduit considérablement l’activité du phage H — 
en bouillon oxalaté, les passages suivants ne diminuent plus cette 
activité réduite et ne la suppriment jamais; il suffit d’ailleurs 
d’un seul passage sur F6 en bouillon oxalaté pour faire retrouver 
au phage son activité sur cette souche dans ce milieu. De méme, 
le phage H — passé sur F6 en bouillon oxalaté n’a qu'une faible 
activité sur SHPB, mais celle-ci demeure inchangée en dépit de 
passages répélés sur [6 en bouillon oxalaté, au terme desquels 
un seul passage sur SHPB en bouillon + calcium lui confére un 
titre élevé pour cette souche dans ces conditions. 

La modification que subit le phage H— par passage soit 
sur SHPB en bouillon calcifié, soit sur F6 en bouillon oxalaté ne 
nous parait pas susceptible d’étre expliquée par la sélection de 
particules de deux types différents. La modification imprimée 
au phage par l’un de ces deux hétes au cours d’un seul passage 
est immédiatement effacée par un unique passage sur l’autre. 
Nous pensons que ces modifications du phage H— offrent un 
nouvel exemple de mutation contrélée par |’hote, analogue a celles 
décrites par Luria et Human [4], Bertani et Weigle [3] et Ralston 
et Krueger [5]. 

Le phage H — se fixe sur la souche F6 en bouillon nutritif 
sans addition de Ca + + et méme en bouillon privé de Ca + + par 
Voxalate de soude 0,01 M; il se multiple sur cette souche et la 
lyse dans les mémes conditions. Ce phage ne se fixe, par 
contre, sur la souche SHPB que dans du bouillon additionné de 
quantités élevées de Ca ++, allant de 0,005 a 0,01 M. Il faut donc 
en conclure que les besoins en Ca ++ du phage H — dépendent de 
la souche sensible sur laquelle il agit. 

I] est habituel de considérer que le besoin en Ca++ est un 
caractére du phage et ne dépend pas de la bactérie sensible. Le 
cas que nous avons étudié nous semble au contraire offrir un 
exemple net d’un phage qui exige du Ca ++ ou non selon la bac- 
térie sensible en présence de laquelle il se trouve. Si, selon ’hypo- 
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thése de Puck et de ses collaborateurs [9], la fixation du phage 
sur la bactérie sensible est un phénoméne physique gouverné par 
la configuration électrostatique des surfaces en présence, dans 
laquelle interviennent des cations bivalents, on peut concevoir 
qu’un phage, dont la fixation sur certaines souches bactériennes 
exige la présence de Ca ++, puisse trouver chez d’autres souches 
une configuration superficielle lui permettant de s’y fixer sans 
aide de cet ion. En fait, dans exemple que nous avons décrit, 
ou bien les conditions physiques non spécifiques de la fixation 
sont les mémes dans le cas de SHPB et de F6, et d’une maniére 
ou de l’autre, ces conditions sont réalisées chez F6 sans qu’un 
apport de Ca++ soit nécessaire, du moins en quantité appré- 
ciable, ou bien la fixation sur F6 en l’absence de Ca++ se fait 
par un mécanisme différent de celui qui entre en jeu en présence 
de cet ion. Les expériences effectuées jusqu’a présent ne nous 
permettent pas de choisir entre ces deux éventualités. I] est 
certain qu’en milieu sans Ca + + la fixation du phage H — sur F'6 
est quantitalivement moins bonne qu’en présence de Ca++. En 
outre, la multiplication du phage est plus lente en milieu 
sans Ca ++, ce qui peut étre da a ce que le phage fixé pénétre plus 
lentement dans la bactérie ou a ce que le Ca ++ joue un role dans la 
multiplication elle-méme. Ces différences ne permettent toutefois 
pas de décider si la fixation se fait ou non suivant le méme méca- 
nisme, avec ou sans calcium. 

D’autre part, le phage H — fixé sur F6 en milieu sans Ca + + 
reste apparemment neutralisable par Je sérum_anti-phage : 
Pétude de cette anomalie, que nous n’avons encore pu expliquer, 
permettra peut-étre, au cours d’expériences ultérieures, de déter- 
miner s'il y a des différences profondes dans le mécanisme de 
fixation du phage H — sur F6 en l’absence de Ca++ ou en sa 
présence. 


Rasumas. 


1° Le phage H — se comporte différemment, du point de vue 
de son activité, selon ’hote sur lequel il s’est multiplié. Cette 
modification du comportement par passage sur un hdéte sensible 
est réversible par passage sur un autre hdte et présente les 
caractéres d’une mutation controlée. 

2° Le phage H — exige des quantités élevées de Ca ++ pour 
se fixer sur une souche sensible et n’en exige pas pour sa fixation 
sur une autre, sur laquelle il se multiplie et qu’il lyse en l’absence 
de Ca++. Dans ce dernier cas, toutefois, la période de latence 
du phage est fortement allongée et le rendement moyen est plus 
faible qu’en présence de Ca++. Le phage fixé en absence 


de Ca++ semble demeurer neutralisable par Jé sérum anti- 
phage. 
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ETUDE D’'UN ANTIGENE HETEROPHILE COMMUN 
AUX GLOBULES ROUGES HUMAINS 
ET A NEISSERIA MENINGITIDIS TYPE B 


par M= L. PODLIACHOUK et A. EYQUEM (*). 


(Institut Pasteur. Laboratoire d’Hématologie 
et des Groupes Sanguins.) 


Parmi les antigénes hétérophiles, il en est certains qui sont 
communs aux bactéries et aux antigénes érythrocytaires humains. 
L’antigéne Forssman, le plus connu, est commun a certaines 
bactéries et aux globules rouges humains A et AB. Indépendam- 
ment de celui-ci on connait : 

Un antigéne hétérophile commun a Bac. paratyphi B et aux 
globules rouges humains A qui a été découvert par Landsteiner. 
Un autre antigéne commun aux bactéries du groupe Pasteurella 
et aux globules rouges des oiseaux (Buchbinder). 

Un antigéne commun a Bac. Shiga dysenterix et aux globules 
rouges humains des quatre groupes principaux (Eisler). 

Un antigéne commun au pneumocoque type XIV et aux globules 
rouges humains, au pneumocoque type V et VII et aux globules 
rouges de lapin et de singe (Finland et Curnen). 

Un antigéne commun a Bac. anthracis, 4 l’antigéne A de groupe 
sanguin et Aa la gonadotrophine choriale humaine (Eyquem et 
Bussard). 

Un antigéne commun a Neisseria meningitidis et aux globules 
rouges de chevaux (M™° L. Podliachouk et A. Eyquem). 

Buchbinder a immunisé des lapins vis-a-vis de différentes bac- 
téries : Eb. typhosus, S. paratyphosus A et B, Sh. dysenteriae, 
Flexner, Hiss, Y, Shiga, Sonne, Strong, S. enteritidis, Br. meli- 
tensis, Br. abortus, P. tularense, D. pneumoniae I, II, Ill, Str. 
haemolyticus, C. diphtheriae, Cl. tetanus, Neisseria meningitidis I, 
If et IIL et Pasteurella lepisepticus. Il a ensuite examiné l’action 
de ces immunsérums vis-a-vis des globules rouges humains O, A 
et B, de M. rhesus, mouton, lapin, cobaye, rat, souris, canard, 
poule et pigeon. Seul le sérum de lapin anti-Pasteurella lepisep- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
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licus avait un ttre d’agglutinines trés notable vis-a-vis des glo- 
bules rouges de pigeon. 

Les absorptions ont donné les résultats suivants : l’hémagglu- 
tinine anti-pigeon du sérum de lapin anti-Pasteurella lepisepticus 
est absorbée par les globules rouges de pigeon, alors que l’hémag- 
glutinine anti-pigeon provenant du sérum de lapin anti-globules 
rouges de pigeon ne l’est pas par une suspension de Pasteurella 
lepisepticus possédant l’antigéne hétérophile. 

On peut remarquer l’impossibilité de réaliser une absorption 
eroisée dans le cas de l’antigéne Forssman des Salmonella et avec 
Pantigéne d’Eisler de Shiga dysenterix, bien que ce ne soit 
pas le cas avec Pasteurella lepisepticus, le pneumocoque et Bac. 
anthracis qui possédent l’antigéne Forssman. 

Finland et Curnen, étudiant la communauté antigénique entre 
globules rouges humains et pneumocoque type XIV, ont observé 
que le contact d’un sérum de cheval anti-pneumocoque type XIV 
avec les pneumocoques type XIV chauffés entraine aussi 1l’ab- 
sorption des anticorps homologues et des hémagglutinines anti- 
homme, mais qu’une absorption du méme sérum par les globules 
rouges humains de n’importe quel groupe provoque une 
absorption compléte de toutes les hémagglutinines anti-humaines, 
les agglutinines antipneumocoques type XIV n’étant que partielle- 
ment absorbées. 

Eisler, étudiant la communauté antigénique entre Shiga dysen- 
teriex et les globules rouges d’homme de tous les groupes, a 
isolé ces hémagglutinines anti-homme dans le sérum de chévre 
anli-Shiga, mais il n’en a pas trouvé dans le sérum de cheval 
anti-Shiga ou de lapin anti-Shiga. 


TECHNIQUE. 


REACTIONS D’AGGLUTINATION. — 1° Pour les hémagglutinines : le 
titrage se fait sous un volume de 0,2 ml de Liquide, avec I goutte 
de globules rouges 4 2 p. 100 (lavés deux fois) ; séjour a la tem- 
pérature du laboratoire pendant une heure, puis lecture au miroir 
aprés centrifugation. 

2° Pour les bactéries: le titrage se fait sous un volume 
de 0,2 ml de liquide, avec I goutte de suspension de bactéries. 
Séjour a ]’étuve A 37° pendant seize heures (les tubes bouchés). 
Lecture. 


ABSORPTION D’UN siRUM. — 1° Par les globules rouges humains 
lavés quatre fois en proportion dépendant du titre de sérum. 
Séjour a la température du laboratoire pendant deux heures. — 

2° Par les bactéries : une suspension d’une culture de vingt- 
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quatre heures en proportion dépendant du ttre. Séjour d'une 
heure au bain-marie a 45°. 

Les souches de méningocoque employées appartenaient aux 
types A 2, B19, B 23 et C 103. 


ETupE DE L’HETERO-AGGLUTININE ANTI-GLOBULES ROUGES HUMAINS 
DES GRouPEs O, A, B, DANS LES SERUMS ANTI-BACTERIENS 
ET ANTITOXIOQUES DE CHEVAL. 


Cette étude a été réalisée A l'aide de sérums de chevaux de 
l'Institut Pasteur (Annexe de Garches) immunisés par différentes 
toxines ou bactéries: tétanos, diphtérie, perfringens, peste, 
charbon, grippe, gonocoque, méningocoque ou venin de serpent 
ou globules de mouton. Nous avons examiné, de plus, le sérum 
de 15 chevaux non immunisés. La moyenne du titre de |’hétéro- 
hémagglutinine cheval anti-homme est un peu plus élevée pour 
les globules rouges A que pour les globules O et B. Ce titre est 
égal 4 386 pour les globules rouges O (étude de 116 sérums). 
Pour A il est égal 4 53 (186 sérums), pour B a 38 (75 sérums). 
327 titrages vis-a-vis de différents globules rouges humains O, 
A, B nous ont permis d’établir une moyenne pour lhétéro- 
hémagglutinine cheval anti-homme qui est égale a 44. Le titre ne 
dépassait 128 que dans 5 cas. Nous avons trouvé des titres supé- 
rieurs 4 256 dans le sérum d’un cheval immunisé par le méningo- 
coque, d’un cheval immunisé par le gonocoque et de trois chevaux 
anti-venin de serpent. 

Ces hétéro-hémagglutinines du sérum de cheval anti-méningo- 
coque résistent au chauffage 4 45° pendant une heure. Le séjour 
au bain-marie 4 56° pendant trente minules entraine une dimi- 
nution du titre de plusieurs dilutions. On obtient le méme résultat 
pour le sérum de cheval non immunisé. Pour les sérums_ plus 
actifs, la diminution du titre est plus forte. 


ETUDE DU SERUM DE CHEVAL ANTI-MENINGOCOOUE. 


Nous avons étudié Vactivité du sérum de cheval anti-ménin- 
gocoque type A, B, C, vis-a-vis de globules rouges humains. La 
moyenne de I’hétéro-hémagglulinine anti-homme d’un sérum de 
cheval anti-méningocoque type A est égale A 16 (étude de 
3 sérums); d’un sérum de cheval anti-méningocoque type B est 
égale & 1000 (étude de 4 sérums); d’un sérum de cheval anti- 
inéningocoque type C est égale a 280 (étude de 2 sérums). 

La constatation de titres élevés de Vhétéro-hémagelutinine chez 
les chevaux anti-méningocoque B et C nous a poussés a la 
recherche de la communauté antigénique entre le méningocoque 
et les antigénes érythrocytaires humains. 
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Nous avons étudié le sérum de 4 chevaux anti-méningocoque 
type B et d’un cheval anti-méningocoque type C. 

Le contact de ces sérums avec les globules rouges humains 
provoque une absorption de l’hémagglutinine, mais n’entraine 
pas celle de Vagglutinine anti-bactérienne. Le titre de l’aggluti- 
nine anti-méningocoque n’est pas modifié par le contact du sérum 
avec les globules rouges humains. 

L’absorption de ces 5 sérums respectivement par les ménin- 
gocoques type B et C a entrainé la disparition presque totale de 
leur agglutinine anti-bactérienne, donnant ainsi un titre inférieur 
ou égal a 16 (le titre avant absorption était compris entre 256 
et 4 000). Les hémagglutinines ne sont absorbées que _partielle- 
ment : nous observons une diminution de titre de deux a trois 
dilutions pour les sérums anti-méningocoques type B et de deux 
dilutions pour le sérum antiméningocoque type C (tableau I). 


Tasreau I. — Titre de l’hémagglutinine et de l’agglutinine 
anti-méningocoque dans le sérum de cing chevaux. 


Hémagglutinine Agelutinine antibactérienne 
: : Pitre 2 Titre : titre : Titre (3 
: Sérum,. = sérum 2 serum : sérum : sérum 3 
: ¢ non | sabsorbé 8 non 3 absorbé : 
: : absorbe spar méningo.: absorbe : par meningo. : 
; Ianti-méningo.C: 64 +: 16 : 256: ac 
tage t Bip 6a: 4B it 256: 16B 
ays " $ 2.000 :: 3283 : 4,000: 8B 
ote e " : #128 : 8B 4.000 8B 
oe t : 1.000 : 323 4,900 16B 


EruDE DU SERUM DE CHEVAL ANTI-GLOBULES ROUGES HUMAINS. 


Nous avons voulu vérifier si l’immunisation d’un cheval par des 
globules rouges humains provoquait l’augmentation de son_ titre 
anti-méningocoque. Les titres de |’hétéro-agglutinine du cheval 
anti-méningocoque type A,.B, C, pour 10 chevaux non immunisés, 
sont présentés dans le tableau II. 

Nous étions en possession de deux immunsérums de chevaux 
(n* 474 et 946) anti-globules rouges humains, titrant respective- 
ment 4000 et 16000. L’examen de Vhétéro-agglutinine de ces 
deux sérums vis-a-vis du méningocoque type A, B, C a montré 
que leur titre vis-a-vis du méningocoque type B est égal a 64 pour 
les deux sérums, alors que l’hétéro-agglutinine du sérum d'un 
cheval non immunisé anti-méningocoque type B ne dépasse pas 4 
(tableau II). 
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Tanreau Il. — Titre de l’agglutinine anti-méningocoque A, B et C. 


ee 


erable GES CNneDhegoNien BG Gs We Sy seo Ble GAS GEE Be, Bk Gee 2255 
ugningocoque A..... ene Sg eet Wa) a te ie es a ae eee 
ul Bicivis cre a fe) 10) 4 4 2 (6) i z ie} 64 64 
" Cues Ge ee ed Oe eC ae eee ne 
Conciusions. — L’immunisation d’un cheval par des globules 


rouges d’homme provoque une nette augmentation du titre de 
Vhétéro-agglutinine anti-méningocoque type B. 

Nous avons cherché la confirmation de la communauté anti- 
génique entre le méningocoque type B et les globules rouges 
humains, en absorbant ces sérums de cheval par le méningocoque 
type A, B, C, et par les globules rouges humains. Les résultats 
sont les suivants: l’absorption de ces deux sérums par trois 
types de méningocoque ne diminue pas le titre des hémaggluti- 
nines, alors que l’absorption par les globules rouges humains 
(qui est compléte pour Je sérum d’un cheval (n° 474) et partielle 
pour un autre cheval (n° 946) dont le titre passe de 16 000 a 64) 


entraine une nette diminution du titre anti-méningocoque type A 
et Cz 


ABSORPTION DU SERUM DE CHEVAL ANTI-MENINGOCOQUE 
TYPE B er C Par LA SUBSTANCE DE GROUPES A ET B HUMAINE. 


Nous avons mis en contact 5 sérums anti-méningocoque type B 
et C avec les substances humaines A et B. La comparaison du 
titre de sérum non absorbé a donné : cing fois aucune différence, 
quatre fois une diminution d’une dilution, une fois de deux dilu- 
tions, ce qui nous permet de conclure qu’il n’y a pas de commu- 
nauté antigénique entre le méningocoque B et C et les sub- 
stances A et B humaines. 


ETUDE DES IMMUNSERUMS DE LAPIN ET DE RAT 
ANTI-GLOBULES ROUGES HUMAINS. 


Nous avons étudié le sérum de 10 lapins anti-globules rouges 
humains. Le titre de ’hémagelutinine oscillait entre 500 et 8 000. 


Leur titre vis-a-vis des trois types de méningocoque est en 
moyenne de 8 pour Pagglutinine anti-méningocoque type A; de 3 
pour l’agglutinine anti-méningocoque type B; de 5 pour VPagelu- 
tinine anti-méningocoque type C. 
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Conciusions : Le sérum de lapin anti-globules rouges humains 
ne possede pas d’agglutinine anti-méningocoque de titre élevé. 

Nous avons observé de méme que le sérum de 4 rats anti- 
globules rouges humains dont le titre oscillait entre 1000 et 
4 000 n’agglutinait aucun des 3 types de méningocoques. 


IMMUNISATION VIS-A-VIS DES TROIS TYPES DE MENINGOCOQUE. 


Nous avons immunisé 3 lapins et 6 rats par le méningocoque 
type A, B,C. 

La technique utilisée était celle de Buchbinder. La culture de 
\ingt-quatre heures est mise en suspension dans de l’eau physio- 
logique formolée (0,2 p. 100) ; cette suspension est centrifugée et 
ramenée au tiers du volume initial. Les animaux ont recu 2 ou 
3 séries d’injections (une série comprend une injection tous les 
quatre jours pendant deux semaines). Pour chaque injection on 
utilisait 1 ml de la suspension bactérienne. La premiére injection 
était. sous-cutanée, les suivantes intra-veineuses pour le lapin, 
intra-péritonéales pour le rat. Cinq jours aprés la derniére 
injection, on effectuait un prélevement pour un premier examen 
du sérum. 

Nous avons titré le sérum de ces animaux vis-a-vis des globules 
rouges humains et le méningocoque type A, B, C avant et aprés 
immunisation. Les lapins ont produit une forte agglutinine anti- 
bactérienne titrant de 64 A 1000, sans augmentation du titre de 
VPhémagglutinine anti-humaine. 

L’immunisation des rats n’a donné aucune réponse, mi pour Je 
méningocoque, ni pour lhémagglutinine anti-humaine. 

Nous n’avons pas trouvé, a l’aide de globules rouges traités par 
un enzyme protéolytique, d’anticorps incomplets dans le sérum 
de ces animaux immunisés. 

Dans cette étude, nous observons, de méme que dans les expé- 
riences d’Eisler, Finland et Curnen, Buchbinder, Eyquem et 
Bussard, Podliachouk et Eyquem, que seul le contact de 
limmunsérum avec l’antigéne d’immunisation entraine l’absorp- 
tion totale ou partielle de l’agglutinine correspondant a l’anti- 
géne hétérophile commun, mais que l’inverse n’est pas vrai. I 
y a done une réaction croisée incomplete. 


Les AGGLUTININES ANTI-A, ANTI-B, anti-H DANS LE SERUM DE CHEVAL. 


Le titrage de 4 sérums de cheval anti-méningocoque type B 
vis-a-vis de différents globules rouges provenant de 50 donneurs 
appartenant au groupe O et dont les antigénes du systéme Rh, 
Kell, MNS, Fy étaient connus, n’a pas révélé de differences dans 
V’intensité de la réaction, ce qui permet de penser qu’il s’agit d’un 
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antigéne commun aux antigénes érythrocytaires d’espéce humaine 
et non pas a un certain antigéne globulaire. 

Les absorptions d’hétéro-agglutinines de cheval anti-homme par 
les globules rouges humains O, A, B et l’étude de ces fractions 
absorbées nous ont permis de révéler la présence dans le sérum 
de certains chevaux d’agglutinines agissant spécifiquement sur 
les globules rouges humains A, B, O. 

Le titre de ces agglutinines est, en général, plus faible que le 
titre des hétéro-agglutinines anti-espéce humaine. Ces obser- 
vations font maintenant l'objet d’études et seront publiées ulté- 
rieurement. 

RésuME. 


Nous avons pu mettre en évidence une communauté antigénique 
entre le méningocoque de type B et les antigénes érythrocytaires 
de l'homme, a l’aide du sérum de cheval anti-méningocoque 
type B d’une part, et du sérum de cheval anti-hématies humaines 
d’autre part. 

Les sérums de lapin et de rat anti-méningocoque et anti- 
globules rouges humains ne révélent pas cette commnauté anti- 
génique. Cet antigene commun au méningocoque type B et aux 
globules rouges humains est différent de l’antigene de Forssman, 
puisque le méningocoque est Forssman négatif. 


Nous remercions trés vivement M. Lamy d’avoir pratiqué 
l’immunisation des chevaux examinés. 
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CULTURE DE CELLULES TRYPSINEES 
DE REIN DE LAPIN ET LEUR APPLICATION A L’ETUDE 
DES VIRUS DU GROUPE HERPETIQUE 


par G. BARSKI, M"* M. LAMY et P. LEPINE (*). 
(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


_L’isolement du virus herpétique, de méme que son étude expé- 
rimentale, se font classiquement sur l’animal, essentiellement sur 
le lapin [4] longtemps considéré comme le réactif de choix. 

Cependant on a, surtout depuis quelques années, mis a profit 
avec succés la sensibilité au virus que présentent la souris et 
surtout le souriceau nouveau-né [2] de méme que l’ceuf de poule 
embryonné [8, ‘4. 

Ayant eu déja occasion d’apprécier la sensibilité au virus herpé- 
tique de plusieurs espéces cellulaires en cultures de tissus, nous 
nous sommes proposé d’appliquer a ]’étude de ce virus les cultures 
cellulaires préparées par digestion trypsique de reins de lapin 
selon une technique similaire 4 celle employée pour le rein de 
singe par Dulbecco [5] et par Youngner [6]. Une méthode permet- 
tant d’obtenir couramment et en grand nombre des cultures haute- 
ment sensibles au virus herpétique présente des avantages 
évidents. Elle ouvre également la voie a une étude systématique 
d’autres virus du groupe de lherpés tels que le virus B et celui 
de la maladie d’Aujeszky [pseudorage] (1). 

La culture in vitro du virus herpétique a été réalisée, aprés les 
premiers travaux de ‘Levaditi, Harvier et Nicolau en 1921 [7], par 
de nombreux auteurs qui ont observé et décrit l’effet cytopatho- 
géne spécifique du virus sur des tissus cultivés in vitro : la cornée 
du lapin (Rivers et coll., 1929 {8]), le testicule du lapin (Andrewes, 
1930 [9}), différentes cellules épithéliales et conjonctives du lapin, 
(Akazaki, 1937 {10]), cellules nerveuses, conjonctives et épithé- 
liales d’embryon de poulet (Barski, Maurin et Lépine, 1949 [414)). 

Ces travaux ont été repris derniérement en vue d’une étude 
plus systématique sur la multiplication du virus et l’apparition de 
lésions spécifiques, par Scherer [42] en culture de la souche J 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1955. 
(1) Leur application 4 la culture d’autres virus, ceux du groupe 
yaccine-variole notamment, sera décrite ailleurs. 
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de fibroblastes de souris, par Scherer et Syverton [413] en culture 
de la souche cellulaire tumorale HeLa de Gey et enfin par Kjellen 
et. Svedmyr [44] en cultures de fibroblastes embryonnaires 
humains. Ces derniers auteurs ont envisagé l’application pratique 
de leurs cultures a l’isolement du virus et a l’exécution des tests 
sérologiques. 

MATERIEL ET TECHNIQUE. 


PREPARATION DU MATERIEL CELLULAIRE. — Des fragments de 
2-3 mm de diamétre de parenchyme cortical de rein de lapin sont 
soumis A l’action de la trypsine 4 0,25 p. 100 dans une solution 
tamponnée de Dulbecco [5]. La suspension des fragments tissu- 
laires dans la trypsine est agitée A |’aide d’un dispositif magné- 
tique. La digestion ainsi que la filtration a travers un tamis en 
toile de nylon sont effectuées dans un ensemble de récipients 
fonctionnant en circuit fermé d’ou la suspension de cellules libres 
est évacuée progressivement vers un flacon maintenu sur glace (2). 
Aprés deux centrifugations de 5 et 10 mn a 800 t/mn, et une de 
5 mn a 1500 t/mn, le culot cellulaire est remis en suspension dans 
une proportion allant de 1:200 et 1:300 dans le milieu de culture et 
distribué dans les récipients, tubes ou flacons, qu’on incube 4 36° C 
en position horizontale s’il s’agit de flacons, ou légérement inclinée 
sil s’agit de tubes. Dans ces conditions, on peut préparer a partir 
d’un seul lapin et en une demi-journée soit 500 a 600 tubes de 
cultures de 120 x 12 mm, soit 10 & 12 flacons de Roux de 600 em? 
contenant chacun 50 cm* de suspension. 

Pour les examens cytologiques détaillés, Vobservation en 
contraste de phase, la microcinématographie et les colorations, 
nous utilisons des tubes spéciaux de 160 x 16 mm dont un coté 
est aplati et porte a Vintérieur une lamelle de 12 x 32 mm sur 
laquelle les cellules se déposent et proliférent directement. 


EMPLOI DE FOoRMVAR. — Dans tous les cas, si ]’on revét l’intérieur 
du récipient, flacon ou tube, d’une couche fixe de formvar d’aprés 
le procédé que nous avons décrit antérieurement [415], on favorise 
l’étalement et la prolifération des cellules. Les cultures obtenues 
dans les récipients ainsi traités au formvar sont toujours plus 
denses et plus abondantes que celles obtenues dans les tubes non 
traités : le fait se manifeste notamment dans le premier cas par 
un métabolisme plus intense. 

La technique de traitement au formvar est simple. Des tubes ou 
des flacons préalablement nettoyés et séchés sont rapidement 
rincés 4 lintérieur avec une solution de formvar a 0,4-0,5 p. 100 


(2) Nous donnerons ailleurs une description détaillée de notre dispo- 
sitif de trypsination. 
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dans le dichloréthane. La couche trés mince de formvar qui se 


forme a lintérieur des récipients aprés évaporation du solvant 
résiste a la stérilisation a l’autoclave. 
Minieu be cutturr. —-Avec le milieu de Youngner [6] composé 


de 97 p. 100 de milieu synthétique de Parker et 3 p. 100 de sérum 
de cheval, et qui donne d’excellents résultats pour la culture de 
cellules de rein de singe trypsinées, nous avons obtenu avec les 
cellules de lapin des cultures trés médiocres. Nous avons adopté 
finalement un milieu contenant 57 p. 100 de milieu de Parker, 
30 p. 100 de liquide amniotique de vache (3), 10 p. 100 de sérum de 
lapin et 3 p. 100 d’extrait embryonnaire de bovin. 

Ce milieu assure aux cultures une croissance rapide et une 
remarquable stabilité morphologique. Les cultures se maintiennent 
en trés bon état pendant six semaines ou plus si l’on renouvelle le 
milieu une fois par semaine. Avant l’inoculation avec le virus, les 
cultures sont lavées a la solution de Hanks, puis entretenues avec 
un nouveau milieu ot le sérum de lapin est remplacé par le sérum 
de cheval. 


Virus. — Nous avons employé trois souches distinctes d’her- 
pés : la souche « Bruxelles » isolée en 1924 par Le Févre de 
Arric [47] et entretenue depuis par passages sur lapin, la souche 
« 5433 » isolée en 1954 d’une vésicule buccale dans un cas de 
stomatite herpétique et qui a subi depuis 6 passages sur lapin 
par voie intra-cérébrale, et finalement la souche OC isolée en 1951 
sur le souriceau par le Docteur P. Atanasiu d’un cas d’herpés réci- 
divant et ayant subi depuis 33 passages sur souriceau ou souris 
adultes et 9 passages sur ceuf embryonné. 

La souche de virus B employée nous a été aimablement envoyée 
par le Docteur Melnick dans une culture cellulaire de rein de 
singe. 

La souche de maladie d’Aujeszky est la souche Changhai, isolée 
en 1948 par Lieou et Kouo [48}. 


TECHNIQUE DE TITRAGE ET DE SERO-NEUTRALISATION. — Les sus- 
pensions virulentes destinées aux titrages sont préalablement 
centrifugées 15 mn a 5 000 t/mn, réparties en ampoules et conser- 
vées A — 70° C. Nous utilisons pour les tests et les titrages des 
tubes de cultures de dix Aa trente jours. Chaque tube recoit 
XVIII gouttes de milieu et II gouttes d’inoculum constitué par Ja 


(3) Le milieu synthétique est préparé dans le Service des Virus de 
l'Institut Pasteur, & quelques modifications prés selon la formule de 
Morgan, Morton et Parker [416]. Le liquide ammiotique nous est 
fourni par les laboratoires Renard. 
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dilution d’une suspension virulente ou d’un mélange de cette 
suspension et de sérum. Les II gouttes mesurées avec les pipettes 
calibrées correspondent 4 un volume de 0,1 cm*. Les cultures ino- 
culées sont incubées a 36° C en position horizontale légérement 
inclinée, dans des portoirs spéciaux a ressort maintenant les 
tubes en position fixe. 
Les sérums pour les tests de séroneutralisation sont inactivés 
par chauffage pendant une heure 4 56° C. L’incubation du mélange 


Fic. 1. — Culture normale de rein de lapin trypsiné de quinze jours. 
Croissance mixte & prédominance fibroblastique. 


s¢érum-virus se fait pendant une heure soit a 37° C, soit a la tempé- 
rature ambiante (voir plus loin). Pour les titrages, chaque dilution 
est inoculée a quatre ou cing cultures paralléles ou a autant de 
souris ou d’ceufs embryonnés. Le calcul de la DI, est effectué 
daprés la formule de Reed et Muench [49]. 


R&sULTATS. 


Les cultures de cellules rénales de lapin trypsinées se distin- 
guent aisément des cultures analogues préparées avec le rein de 
singe ou de l'homme. La population cellulaire parait beaucoup moins 
homogene et, a cdté des nappes épithéliales, elle contient de trés 


CULTURE DU VIRUS HERPETIQUE 419 


nombreuses cellules libres ayant un aspect fusiforme ou polygonal 
rappelant des fibroblastes ou des histiocytes. Ces cellules obser- 
vées au fort grossissement et au contraste de phase présentent 
souvent des voiles cytoplasmiques trés étendus et un noyau ova- 
laire avec le plus souvent deux nucléoles aux contours irréguliers. 

Les cultures bien amorcées quatre a cing jours apres l’explan- 
tation s’enrichissent rapidement par la suite aprés le premier 
renouvellement de milieu. Vers le dixiéme jour, elles présentent 


Fic. 2. — Culture paralléle 4 celle de la fig. 1, vingt-quatre heures aprés infec- 
tion avec une dose massive de virus de l’herpés « 5433 » du 45° passage en 
culture de tissus. 


un enchevétrement dense de cellules avec des travées constituées 
par plusieurs couches cellulaires. 

L’introduction dans ces cultures du matériel virulent (suspen- 
sion de cerveau de souris ou de lapin, broyat de membrane 
chorio-allantoidienne) a d’emblée provoqué au bout de vingt-quatre 
a quarante-huit heures l’apparition des premiéres lésions cellu- 
laires suivie d’une destruction compléte des cultures en trois a 
quatre jours. Cette constatation est valable pour toutes les souches 
d’herpés, pour le virus B et pour le virus d’Aujeszky. 

Les passages consécutifs ont permis de rendre cet effet cytopa- 
thogéne plus régulier et encore plus rapide. Nous avons réalisé 
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jusqu’ici, sur cultures de cellules rénales de lapin, 57 passages de 
souche d’herpés « 5483 », 18 passages de la souche Bruxelles, 
12 passages du virus B et 12 passages du virus d’ Aujeszky. Pour 
la souche « 5433 » la généralisation des lésions spécifiques 
s’accomplit actuellement (cinquante-sepliéme passage) en vingt- 
quatre heures. 

Pour tous les virus de ce groupe, l’infection se traduit par un 
arrondissement des cellules, qui prennent un aspect ballonné 


Fic. 3. — Culture paralléle a celle de la fig. 1, vingt-quatre heures 
aprés infection avec le virus d’Aujeszky du 12° passage en culture de tissus. 


caractéristique, et par l’apparition rapide des lésions nucléaires 
dont le premier signe est la désintégration des nucléoles. Nous 
donnerons ailleurs une description détaillée de ]’évolution de ces 
lésions observées sur des cellules vivantes au contraste de phase. 
Signalons seulement qu’au premier stade de linfection et dans des 
conditions que nous n’avons pas encore pu préciser apparaissent 
dans les cultures infectées d’énormes cellules géantes contenant 
jusqu’a 30 noyaux, dont tous sont atteints au méme degré par les 
lésions spécifiques. Nous avons observé ces formations surtout 
dans les cultures infectées avee le virus d’Aujeszky. 

Le titre du virus herpétique (souche « 5433 ») dans 0,1 em® de 
surnageant de culture atteint 10® a 10’ DI,;, pour cultures 


CULTURE DU VIRUS HERPETIQUE 421 


cellulaires. Les variations de titre résultent surtout des différences 
de densité cellulaire des cultures et de la rapidité du processus 
infectieux. ‘Les titres les plus élevés sont obtenus dans les cultures 
tres compactes qui recoivent un inoculum riche en virus et chez 
qui la destruction cellulaire se généralise rapidement au point de 
devenir totale en moins de trois jours. 

Le titre infectieux du virus dans le liquide de culture reste 
sensiblement le méme pendant plusieurs mois a la température de 
la neige carbonique, mais il est trés sensible comme l’ont déja 
remarqué Speck, Jawetz et Coleman [20] d’une part, Kjellén et 


TasLeau I. 


; DI50 dans 
Heures aprés Lésion de 0,1 cm3 du 


l'infection surnageant 


HE 


0) 
0) 
0) 
0 
aE 
3h 
2 
3 
3 


(*) D’aprés Vobservation directe de la culture au faible grossissement du 
microscope. 
(**) +, 1, 2, 3 degrés de destruction cellulaire spécifique. 


Svedmyr [44] d’autre part, aux congélations et décongélations 
répétées. Nous avons constaté, par exemple, une baisse de titre 
de 10%+ 4 10°75 4 la suite d’une seule opération de congélation. 

Nous avons suivi parallélement l’évolution des lésions de 
destruction cellulaire et la libération du virus dans le liquide 
surnageant des cultures infectées. I] s’agit de cultures en 
couche cellulaire uniforme de 140 cm? de surface environ dans 
des flacons de Roux de 600 cm*® de volume contenant 50 cm? de 
milieu. L’infection a été effectuée par incubation pendant vingt 
minutes avec une suspension de virus a titre élevé (10°). Le 
premier prélévement (0 heure) a été fait aprés un lavage des 
cultures a la solution de Hanks. Tous les prélévements ont été 
conservés jusqu’au moment du titrage a — 24° C. Les résultats 
sont représentés dans le tableau I. Le virus commence déja a étre 
libéré dans la culture infectée avant la généralisation des lésions 
cellulaires, mais son titre ne s’éléve considérablement qu’aprés 
la destruction massive des cellules. 
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Au cours d’une autre série d’expériences, nous avons pu 
constater que le titre d’infectivité de la phase liquide de culture 
commence a baisser quarante-huit heures aprés la destruction 
totale de la culture. 


Pour comparer la valeur de divers procédés de titrage de virus, 
nous avons effectué celui-ci parallélement : a) sur cultures 
cellulaires de rein de lapin; b) sur souris par inoculation intra- 
cérébrale et c) sur ceufs embryonnés de dix jours (membrane 
chorio-allantoidienne). Les résultats sont inclus dans le tableau II. 


TasLeau II. 


Titre sur souris 
(inoculation 
intracérébrale 
—— 

oint DI 


Herpés 5433 
nombre de 
passages en 


cultures 4 DI en : en 
= 50 final 50 
cellulaines'| a9 te ‘0,2 cm lu le | 0,025 cm 


(*) Calculé d’aprés la présence ou l’absence de lésions. 


Nos cultures s’avérent réguliérement plus sensibles au virus 
herpétique que l’ceuf embryonné ou l’encéphale de souris. Dans 
une autre expérience, nous avons utilisé la souche herpés OC 
adaptée par de nombreux passages a la souris et a leuf 
embryonné. Le titrage comparatif effectué direclement sur cultures 
cellulaires et sur l’ceuf souligne ici encore une différence de titre 
de 1 log en faveur des cultures cellulaires. 


Nous avons également comparé par titrage Ja sensibilité aux 
virus du groupe de Vherpés de nos cultures de cellules rénales de 
lapin et celle de cultures analogues préparées a partir de reins 
de singe. Les résultats sont représentés dans le tableau III. 


‘Les cultures de cellules rénales de lapin se montrent plus sen- 
sibles que celles de singe, au virus herpétique et surtout au virus de 
la maladie d’Aujeszky. Cette différence s’exprime par la différence 
du titre qui est respectivement de 0,5 log et de 1,75 log a V’avan- 
tage du tissu de lapin. Elle se manifeste également par une appa- 
rition plus précoce des lésions cellulaires dans ce dernier tissu, 
ce qui permet d’avancer la lecture du point final de titrage : cing 
jours au lieu de sept pour Vherpés et méme trois jours au lieu 
de six pour Je virus de la maladie d’Aujeszky. Il est possible que 
Vadaptation au cours de passages précédents joue ici un certain 


TasreAu III. 
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aprés 


Jours 

cellulaires|inocul. 
Rein de 
lapin 
Rein de 
Rein de 
Rein de 
Rein de 
lapin 


de 


cultures 
ellulaires 


ombre 
passages en 


a 

x 
“4 
S 


de destruction cellulaire spécifique. 
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role. Pour le virus B, le titre apparait identique pour les deux 
espéces cellulaires. 

L’apparition de l’effet cytopathogéne se fait dans les cultures 
de tissu rénal humain infectées par le virus de l’herpés avec un 
certain retard par rapport aux cultures de cellules de singe, mais 
le titre définitif est sensiblement le méme pour les deux tissus. 
Les cultures de tissu musculaire conjonctif d’embryon de poulet 
s’avérent beaucoup moins sensibles au virus. 

Nous avons voulu préciser les conditions dans lesquelles les 
cultures de cellules rénales de lapin peuvent étre employées pour 
un test quantitatif de séro-neutralisation avec des sérums humains 
ou des sérums d’animaux immunisés. 

Nous donnons dans le tableau IV l’apercu d’une de nos expé- 


riences. 
Tasieau IV. 


lecture 
aprés 

of Dj- 435. 55. 
0 0 0 0 


Keratite 
supposée 
herpétique 

isolement 


Oe) 
ORO 
0 


3 I11(C.P) 


loko) 
oO 


humain 


Immunisé 
par voie 
intrapérit. 

éprouvé 
par voie 
intracéréb. 


loko) 


2 


(*) Le nombre de doses infectantes s’entend avant l’incubation d’une heure a 37° C. 
(**) 0: culture normale (neutralisation). 
1, 2, 3: degrés de destruction cellulaire spécifique. 


Comme nous le voyons, la séro-neutralisation peut, avec nos 
cultures, donner des résultats quantitatifs en quatre A cinq jours 
qui, avec 1000 DI,, initiales n’évoluent pratiquement plus entre 
le troisiéme et le cinquiéme jour. D’autre part, le phénoméne de 
« break through » ne se produit pas, ainsi que nous l’avons 
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constaté, avec cette concentration de virus, méme aprés sept jours 
d’observation. La séro-neutralisation avec 100 DI,, manifeste plus 
de variabilité et inactivation spontanée du virus a 37° C au cours 
d’une heure d’incubation peut en étre la cause. 

Dans une auire expérience, ]’incubation du mélange virus-sérum 
a été effectuée parallélement 4 87° C et a la température du labo- 
ratoire. Les résultats avec 100 et 1000 DI,, ont été comparables 
pour les deux températures. 


DiscussION ET CONCLUSION. 


Chaque virus posséde un spectre d’affinités cellulaires in vitro 
qui lui est propre. Nous avons montré dans un travail récent a quel 
point cette régle est stricte, par exemple pour le virus de la polio- 
myélite [24]. C’est pourquoi on peut dés maintenant envisager de 
caractériser et peut-étre de déterminer un virus par épreuve sur 
une gamme suffisamment étendue de cellules de différentes espéces 
animales cultivées in vitro, d’une facon analogue Aa celle qui permet 
en bactériologie de déterminer un germe d’aprés ses affinités pour 
les différents milieux de culture. 

En particulier, les résultats de la présente étude nous apportent 
quelques notions utiles pour la classification des virus du groupe 
herpétique. Ainsi, tandis que le virus B manifeste sensiblement 
la méme affinité in vitro pour les cellules de singe et de lapin, 
le virus herpétique marque une préférence pour les cellules de 
lapin. Cette tendance est encore plus prononcée pour le virus 
d’Aujeszky. 

Pour lherpés, sur l’échelle de sensibilité au virus, les cellules 
de lapin viennent en téte, les cellules d’origine humaine (cellules 
rénales) se placent au méme niveau que les cellules de singe, 
tandis que les cultures cellulaires d’embryon de poulet se rangent 
encore plus bas puisqu’elles résistent 4 une concentration de 
virus qui représente 1000 doses infectantes pour les cellules de 
lapin. 

On peut tirer parti de la sensibilité trés accusée de ces cultures 
au virus herpétique de différentes facons. Tout d’abord, on peut 
les employer pour l’isolement sélectif des virus de ce groupe par 
distinction immédiate d’avec certains autres virus, virus du groupe 
de la poliomyélite notamment, ayant un spectre d’affinité cellu- 
laire différent. 

En second lieu, on peut les utiliser pour la récolte rapide de 
quantités importantes de virus, en inoculant des cultures en 
bouteille de grande surface avec des doses massives de virus. La 
dégradation du virus herpétique étant assez rapide 4 la tempéra- 
ture de l’étuve, on profite ainsi du raccourcissement du cycle 
infectieux en culture. 
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Enfin, les mémes cultures faites dans des tubes a essai offrent 
aux procédés de titrage du virus et aux tests de séro-neutralr 
sation un matériel de haute sensibilité qui permet la lecture des 
résultats définitifs au bout de quatre a cing jours. Des titrages 
comparatifs effectués sur des cultures de cellules rénales de singe 
ainsi que sur les ceufs embryonnés et les souris inoculées par voie 
intracérébrale prouvent les avantages de notre systéme de 
cultures tant par sa commodité et l'économie de moyens que par 
la netteté et la rapidité des résultats obtenus. Nous estimons 
quil offre de vastes possibilités aux recherches sérologiques 
avec les virus du groupe. Notre méthode semble ne pas _ pré- 
senter certains des inconvénients de celle qu’ont proposée pour 
la recherche des anticorps neutralisant d’herpés Kjellen ect 
Svedmyr [44] par emploi de cultures de fibroblastes embryonnaires 
humains préparées en tubes d’aprés la méthode classique en 
plasma de poule coagulé. Dans Ja méthode des auteurs suédois, 
l’évolution des lésions celiulaires est beaucoup plus lente, certai- 
nement en raison de la nature méme de la technique et du matériel 
employés et le point final ne peut étre établi que vers le onziéme 
ou le douziéme jour ; de plus, a la difficulté inhérente a l’emploi 
systématique de matériel d’origine humaine s’ajoute |’impossibi- 
lité d’obtenir des unités strictement comparables en raison de la 
variabilité de distribution et de croissance du matériel cellulaire. 

L’une de nos souches d’herpés (souche « 5433 ») a subi au 
cours de 37 passages en cultures de cellules rénales de lapin une 
modification relative de sa virulence pour les cultures cellulaires 
et pour l’encéphale de la souris. Si, au troisiéme passage, la diffé- 
rence des titres obtenus dans ces deux cas est négligeable, elle 
monte a prés d’un log au vingt-quatri¢me passage et a 2,15 log 
au trente-septiéme passage au désavantage de |l’encéphale de 
souris. Cette différence qui semble étre signifivalive pourra peut- 
étre nous conduire, a la suile de passages rapprochés que nous 
continuons a l’heure actuelle, vers une souche d’herpés ayant un 
tropisme tissulaire modifié d’une facon encore plus profonde. 


R&SUME. 


Des cultures de cellules trypsinées de rein de lapin, dont la 
préparation est décrite en détail, ont été utilisées pour la culture 
in vitro du virus de l’herpés, du virus B et du virus de la maladie 
d’Aujeszky (pseudorage). 

Tous ces virus se multiplient rapidement dans ces cultures et 
produisent des lésions spécifiques. 

Les cultures de cellules rénales de lapin se montrent plus 
sensibles au virus herpétique que les cultures analogues en pro- 
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venance du singe, de ’homme ou d’embryon de poulet et égale- 
ment plus sensibles que les ceufs embryonnés et l’encéphale de 
souris. Elles peuvent étre utilisées avantageusement pour le 
titrage de ce virus ainsi que pour les tests de séro-neutralisation. 
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Il est couramment admis, depuis les travaux de Pedersen [4], 
de Gofman {2, 3] et de Lewis [4], que la vitesse de sédimentation 
des lipoprotéines varie de facon linéaire avec la densité du 
solvant. Cette conception nous a conduits, au cours d’un travail 
antérieur {5], a altribuer une densité de 1,21 4 une préparation 
de cénapses acido-précipitables isolées du sérum de cheval. Mais 
maleré l'emploi de liquides de forte densité (d = 1,28) obtenue 
avec du bromure de potassium, il n’était pas possible d’inverser 
le sens du déplacement dans le champ centrifuge, c’est-a-dire 
d’obtenir que la frontiére de sédimentation se rapproche de l’axe 
de rotalion. L’action des solutions salines concentrées appa- 
raissait comme devant étre plus complexe que celle résultant 
dune simple modification de densité. Pedersen avait déja 
montré [6] que dans les solutions faiblement salées, la vitesse de 
sédimentation de Vovalbumine est trés sensiblement augmentée 
par rapport & une solution dans l’eau distillée. Cette action est 
attribuée a un effet sur le gradient de potentiel qui prend nais- 
sance au cours de la centrifugation quand Vion colloidal et son 
lon compensateur — seuls en présence dans les solutions dans 
Veau distillée — ont des vitesses de sédimentation différentes. 

Nous avons pu vérifier ceci avec une préparation de lipo- 
protéines et, par ailleurs, montrer que la diminution de la vitesse 
de sédimentation, lorsqu’on modifie la densité par addition d’un 
sel, dépend du sel utilisé. 


MariéRIEL ET METHODE 


La technique originale de Machebceuf [7] de préparation de 
ccnapses lipoprotéiques a été avec succés appliquée au sérum de 


(*) Manuscrit regu le 1° juillet 1955. 
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boeuf (1). La préparation obtenue, concentrée et dialysée plusieurs 
jours contre de l’eau distillée, contenait finalement 15 ¢ pour 100ml 
de lipoprotéines a 27,6 p. 100 en poids de lipides dosés par la 
méthode de Delsal [8]. C’est cette solution mére conservée a la 
glaciére qui est diluée au moment de l’emploi avee de l'eau 
distillée ou de l’eau plus ou moins riche en électrolytes. L’ultra- 
centrifugeuse utilisée est la centrifugeuse Spinco modéle E du 
Service des Virus de 1’Institut Pasteur. Toutes les centrifugations 
sont réalisées dans des conditions aussi sembables que possible: 
la vitesse maximum, 59780 tours a la minute, est atteinte en 
sept minutes. La température est comprise entre 20 et 24°. On 
effectue les corrections de viscosité habituelles [9] (on néglige 


a ~ 6 


Fic. I. — Concentration en lipoprotéines, 2,14 p. 100 dans l'eau distillée. 
a) Vingt-trois minutes de centrifugation 4 59 780 t/mn: on voit les deux fractions. 
b) Soixante et onze minutes de centrifugation a 59780 t/mn: seule la fraction 
la plus lente est visible. 
La fléche indique Ja direction de la force centrifuge. 


Vaction de la température sur le volume spécifique). Les valeurs 
des vitesses de sédimentation sont exprimées en unités Svedberg 
1S = 10—* cm par seconde et par dyne. Dans ces conditions 
Vultracentrifugation révéle deux fractions protéiques. La fraction 
la plus rapide présente une trés grande polydispersion car le pic 
qui lui correspond va en s’aplatissant trés rapidement. Aucune 
mesure précise de sa vitesse de sédimentation ne peut étre 
réalisée. La deuxieme fraction, dont la vitesse de sédimentation est 
plus lente, permet des mesures facilement reproductibles (fig. 1). 


(1) On peut ainsi obtenir des quantités importantes de lipoprotéines 
sur lesquelles les dosages chimiques sont possibles. Les quantités 
obtenues par l’ultracentrifugation préparative selon Gofman sont insuf- 
fisantes pour des expériences devant étre répétées plusieurs fois. 
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Plusieurs déterminations exécutées sur la méme préparation n’ont 
jamais donné d’écarts sur la valeur de S supérieurs a 6 p. 100 [40). 

Le pH des solutions étudiées est compris entre 6,6 et 7,3. Il 
est admis que de telles variations de pH n’influent pas sur la 
vitesse de sédimentation. 

Action des faibles forces ioniques sur la vitesse de sédimen- 
tation. — Le tabeau I montre l’action trés nette de la force 
ionique sur la vitesse de sédimentation pour une solution conte- 
nant 2,14 g de lipoprotéines pour 100 cm*. Les forces ioniques 


Tasteau I. — Variation de la vitesse de sédimentation 
avec les faibles forces ioniques (*). 


CONCENTRATION EN CALORURE DE SODIUM 
{ (g/ ) 
0 | 1,21 | 2,43 4,85 7.28 
Lb oS Se ae Me to eh Penna TO = Sney om a 0 0,02 | 0,044 | 0,083 | 0,42 
Vitesse de sédimentation. ...... 2,65 3,6 3,6 3,8 3,6 


* Concentration protéique 2, 14 g pour 100 cm3. 


varient de 0 a 0,12, cc qui, pour cette valeur, correspond a une 
concentration en chlorure de sodium de 7,28 g par litre. On voit 
qu’une quantité relativemnt faible de sel suffit & augmenter la 
vitesse de sédimentation d'une unité et qu’ensuite cette vitesse 
reste constante quand la concentration saline augmente. Ce phé- 
noméne se manifeste, quelle que soit la concentration protéique. 
On voit sur la figure 2 les deux lignes de régression que l’on 
obtient, suivant que pour les différentes concentrations protéiques, 
on fait les dilutions avec de l’eau distillée ou avec de l’eau salée 
a 8,5 p. 1000 de ClNa. Extrapolées & concentration protéique 
nulle, on trouve pour la préparation lipoprotéique étudiée des 
constantes de sédimentation de 3,3 S pour les dilutions dans l’eau 
distillée et de 4,3 S pour les dilutions dans l’eau salée. Une 
étude analogue a été faite par Tietze et Neurath [44] sur Vinsu- 
line. Ces auteurs ont montré qu’a pH 2,6, la vitesse de sédi- 
mentation de cette protéine augmente avec la force ionique, 
mais quelle qu’elle soit, on trouve la méme valeur de S A concen- 
tration nulle. Pour cette protéine d’ailleurs, la vitesse de sédi- 
mentation diminue quand la concentration protéique diminue. 
Stern et Atlas [12] ont constaté que la vitesse de sédimentation 
de préparations d’acide désoxyribonucléique dépendait fortement 
de la force ionique des solutions étudiées. Ils pensent que l’on 
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peut attribuer ce phénoméne a des modifications de la forme de 
la particule sous l’influence des sels. 

Action des solutions salines concentrées. — Le moyen le plus 
simple pour changer la densité du solvant sans modifier de facon 
sensible sa viscosité est d’augmenter la concentration saline. 
Pedersen [4] a montré que, dans ce cas, ce sont surtout les 
lipoprotéines qui sont sensibles a ce changement de densilé : la 


“3 2% 3 uy 


Fic. 2. — En abscisse, les concentrations en lipoprotéines en grammes pour 100 ml. 
En ordonnée, les vyitesses de sédimentation en unités Svedberg. 
dilution avec de l'eau distillée. 
——— — — dilution avec de l'eau salée. 


vitesse de sédimentation de lalbumine, par contre, n’est pas 
altérée. Les différents auteurs qui ont utilisé ces techniques n’ont 
pas tous employé le méme électrolyte. Pedersen a utilisé le 
sulfate de magnésium, Gofman le chlorure de sodium, Lewis le 


Tasiteau II. 


DENSITES 


1,005 1,03 1,05 | 1,09 


 — 


Chlorure de sodium. . 
Bromure de potassium. 
Sulfate d@ammonium. . 


Concentration en lipcprotéines 2,14 g pour 100 cm3, 
*Concentration en lipoprotéines 3 g pour 100 cm3, 
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bromure de potassium. Si l’action des électrolytes concentres ne 
dépend pas seulement de la densité de leurs solutions, on devrait 
mettre en évidence une action différente pour deux solutions de 
méme densité obtenues avec deux électrolytes différents. Nous 
avons réalisé des solutions salines de densité proche de T,08) 51305 
et 1,09 avec trois sels différents, le chlorure de sodium, le bro- 
mure de potassium et le sulfate d’ammonium. Les _vitesses de 
sédimentation pour une méme concentration protéique 2,14 p. 100 


Y 


4 2 3 4 


Fic. 3. -— En abscisse, la force ionique de la solution. En ordonnée, la vitesse 
? 3 


de sédimentation. 
Concentration en lipoprotéines, 2,14 p. 100. 
Les cercles correspondent aux solulions de chlorure de sodium, les cercles barrés, 
aux solutions de bromure de potassium, et les cercles ayee une croix, aux solu- 
tions de sulfate d’ammonium, 


que lon détermine dans ces conditions sont résumées dans le 
tableau II. 

On voit que les vitesses de sédimentation ne sont pas les mémes 
pour une méme densité suivant la nature du sel utilisé. 


* 
x * 


La théorie classique admet que l’action des faibles forces 
loniques est bien due a la charge électrique des ions en pré- 
sence. Cependant certains auteurs [12] pensent que méme de 
pelites quantités d’électrolytes peuvent modifier la forme de la 
particule étudiée. 

Dans laction des solutions salines concentrées, plusieurs phé- 
noménes doivent se superposer : la densité de la solution inter- 
vient évidemment. De plus, en faveur d’une action qui dépend de 
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la concentration ionique des solutions salines utilisées, notons que 
si l’on porte sur un graphique en abscisse les forces ioniques et 
en ordonnée les vitesses de sédimentation, les points expérimen- 
taux se disposent réguliérement, quel que soit le sel utilisé (fig. 3). 


R&EsuME. 


Comme celle de toutes les macromolécules ionisables, la vitesse 
de sédimentation des cénapses lipoprotéiques acidoprécipitables, 
que l’on peut isoler du sérum de boeuf par la méthode de Mache- 
boeuf, se montre trés sensible a l’action de petites quantités 
d’électrolytes. 

Pour différentes concentrations en protéines la vitesse de sédi- 
mentation en milieu légérement salé est toujours supérieure a la 
vitesse de sédimentation dans l’eau distillée. 

Pour les fortes concentrations salines, la diminution de la 
vitesse de sédimentation que l’on peut constater ne dépend pas 
seulement de la densité du milieu, mais aussi du sel utilisé pour 
modifier la densité. 
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ETUDES /W V/TRO SUR LA SPIRAMYCINE. 


ACTIVITE, RESISTANCE, ANTIBIOGRAMME, 
CONCENTRATIONS HUMORALES. 


par Y. CHABBERT (*) 
(avec la collaboration technique de M"* J. HERVE). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Il’ Hépital.) 


La Spiramycine est un nouvel antibiotique décrit pour la pre- 
miére fois par Pinnert-Sindico, Ninet, Preud’homme et Cosar [4] 
au Symposium sur les Antibiotiques de Washington en octobre 
1954, et étudié par ces auteurs [2]. Il est produit par Strepto- 
myces ambofaciens [8], qui produit en outre un autre antibio- 
tique : la Congocidine. ‘Les premiéres expérimentations  cli- 
niques [4, 5, 6, 7) montrent son activité sur les affections a cocci 
Gram positif et négatif. 

Son spectre d’activité ainsi que certaines propriétés physiques 
et chimiques ayant incité ces premiers auteurs a classer cet anti- 
biotique dans le groupe Erythromycine-Carbomycine, nous avons 
cherché de méme, dans chaque partie de cette étude in vitro, 
a comparer dans des conditions identiques l’Erythromycine et la 
Spiramycine. 


INS ee ANC MKOUN BACTERIOSTATIOQUE. 
I, — SPECTRE D’ACTIVITE DE LA SPpIRAMYCINE. 


Trecunrour. — Nous avons utilisé la méthode de dilution en 
gélose avec des gammes au 1/2 couvrant l’intervalle de 50 a 
0,07 pwg/ems, 

Milieu. — Pour les germes aérobies poussant facilement, 
gélose pour épreuve de sensibilité, pH 7,4. 

Pour les Streptocoques : gélose Streptocoque, enrichie avec 
5) p. 100 de sang de cheval. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
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Pour les Neisseria : gélose macération sans peptone, addi- 
tionnée de globules rouges hémolysés de cheval. 

Inoculum. — Strie de 3 cm de long avec pipette coudée, décrite 
par Heatley, chargée d’une culture liquide de vingt-quatre heures 
du germe a étudier diluée au 1/100 pour les germes banaux, au 
1/10 pour certains Streptocoques et non diluée pour les Neisseria. 

La lecture de la premiére concentration inhibant complétement 
la croissance a été faite au bout de dix-huit heures pour les 
germes aérobies banaux et au bout de quarante-huit heures pour 
les Neisseria. 


Riésuttars. — Les espéces les plus sensibles sont : les Pneumo- 
coques, inhibés par moins de 0,07 yg/cm*®; les Streptocoques, 
inhibés par moins de 0,07 pg/cm® et les Staphylocoques, inhibés 
par moins de 1,5 pwg/cm’®. 

Pour les Streptocoques, il n’y a pas de différence significative 
entre la sensibilité des souches du groupe A (Streptocoques pyo- 
génes) et les souches du groupe D (Entérocoques). 

La souche de Gonocoque étudiée s’est montrée plus sensible 
que les trois souches de Méningocoques, mais le petit nombre de 
souches et les conditions particuliéres utilisées (ensemencement 
massif et lecture en quarante-huit heures) ne permettent pas de 
comparer leur sensibilité avec celle des germes précédents. 


II. — ComparalIson AVEC L’ ERYTHROMYCINE. 


Soixante souches étudiées dans le tableau I ont été titrées le 
méme jour avec le méme inoculum et sur le méme milieu vis- 
a-vis de  Erythromycine. 

Pour échapper en partie a la discontinuité de la méthode de 
dilution et permettre une meilleure comparaison des deux pro- 
duits on a cherché a situer dans l’intervalle de deux concentra- 
tions le point limite probable en tenant compte de la densité des 
colonies sur la premiére boite montrant une certaine croissance. 


Résuttats. — Dans les conditions utilisées le rapport 
Activité-Erythromycine 
Activité-Spiramycine 
entre 4 et 20. 

Une espéce, les Streptocoques du groupe D (Entérocoques), 
semble se différencier, puisque pour 8 souches le rapport est 
de 2,5 et 2 souches sont plus sensibles a la Spiramycine qu’a 
l’ Erythromycine. 

D’autre part, le rapport est plus faible pour les souches de 
Staphylocoques résistants que pour les souches sensibles. 


Se situe pour les 2/3 des souches étudiées 


ETUDES IN VITRO SUR LA SPIRAMYCINE 437 


III. — Acrion DES DIFFERENTES CONDITIONS 
SUR LA BACTERIOSTASE. 


Ce point n’a pas fait Vobjet d’une étude systématique. Des 


essais isolés ont porté sur des souches de Staphylocoques titrées 
par diverses méthodes de dilution en milieu solide et liquide 
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Fic. 1. — Taux inhibiteurs de l’Erythromycine et de la Spiramycine pour 60 souches. 
Rapports d’activité. 


Tasteau IJ. — Action sur les taux inhibiteurs de conditions variables 
pour la souche de Staphylocoque 209 P. 


‘ EAU PEPTONEE ; , 
MILIEU GELOSE BOUILLON NUTRITIF 
gluc. + PSP 


1,8 7 1,5 8 
40* 106 


WXAHIING 5 Goo. 4 a pc Virage indic.|Photométrie 50 p. 100 
ANOS sane Me Wie & 48 h. Tehe 


Résultats pg/cm? : 
Spiramycine ‘ 0,06 0,075 /0,05 0,022 
Erythromycine .. . , 0,04 0,003 | 0,002 |0,v045 
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4 divers pH avec des inoculums variables et plusieurs types de 
lectures. Ae 

Les résultats figurés sur le tableau II donnent les variations 
des taux actifs obtenus dans diverses conditions pour la souche 
de Staphylocoque 209 P. m4 

On note un effet trés net du pH et une plus grande activité 
aux environs de pH 8 pour les deux antibiotiques. 

Le rapport d’activité dans les conditions choisies ne se modifie 
pas considérablement, il reste autour de 10 en faveur de l’Ery- 
thromycine. 


B. — ACTION BACTERICIDE. 


Trcunigue. — L’étude a été faite en eau peptonée a pH 8 
diluée ou non au 1/2 avec de l’eau bidistillée, avec des inoculums 
de l’ordre de 10° germes/ml, les gammes couvrant de 10 a 
0,007 ug/ml, Vappréciation du pourcentage des survivants se 
faisant par stries sur gélose. Les temps d’observation ont été de 
six, vingt-quatre et quarante-huit heures aprés l’ensemencement. 

Les 14 souches étudiées comprenaient : 


Staphylocoques (2) [209 P, Londres]. 

Streptocoques Gr. A (6) [Dig. 7, A, 49, 31, C 103, 29]. 
Streptocoques Gr. B (1) [Arist.]. 

Streptocoques Gr. D (Entéroc. 2) [Mang. Sen]. 
Streptocoques non groupés (2). 


Pour chaque souchhe on a étudié dans les mémes conditions 
Vaction de la Spiramycine et de l’Erythromycine. 


Résuttats. — Entérocoques. — Sur les deux souches étudiées 
le taux des survivants en vingt-quatre heures n’est pas tombé au- 
dessous de 10 p. 100, pour l’Erythromycine comme pour la Spira- 
mycine. 

‘Le rapport d’activité bactéricide de ces deux produits est voisin 
de celui observé pour la bactériostase, il est seulement de 2. On 
peut dire que les deux antibiotiques ont pratiquement la méme 
activité au niveau des concentrations humorales. 

Staphylocoques. — Pour les deux souches étudiées: en six 
heures les deux produits ont montré un assez faible pouvoir bac- 
téricide (pas moins de 10 p. 100 de survivants). En vingt-quatre 
heures les pourcentages de survivants se sont situés entre 0,1 et 
10 p. 100. Sur la souche 209 P l’Erythromycine a montré une 
plus grande activité bactéricide au voisinage du point limite que 
pour des concentrations plus élevées, phénoméne de zone, qui 
na été qu’ébauché pour la Spiramycine. 
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HA cause de ce phénoméne |’Erythromycine a montré une acti- 
vité supérieure dans la zone des concentrations située au-dessous 
de 1 pg/ml; pour des concentrations supérieures l’effet a été 
trés voisin pour les deux antibiotiques. 

En quarante-huit heures, la souche 209 P a été complétement 
tuée (moins de 0,01 p. 100 de survivants) pour des concentrations 
superieures ou égales 4 2,5 ug/ml de Spiramycine. 


Streptocoques. — Groupes A, B, C: en six heures, l’action 
if H9/em3 
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Fie. 2. — Action bactéricide de la Spiramycine sur un Streptocoque 


et un Staphylocoque 4 des temps divers. 


bactéricide sur 8 souches étudiées a été faible et égale pour les 
deux antibiotiques et se situe entre 1 et 10 p. 100 de survivants. 

En vingt-quatre heures, l’action bactéricide de la Spiramycine 
est totale (moins de 0,01 p. 100 de survivants pour la presque 
totalité des souches). 

Si l’on compare l’action de la Spiramycine a celle de |’Erythro- 
mycine, on observe plusieurs cas possibles (fig. 3) : 

a) Les deux antibiotiques ont une action égale, les courbes 
d’action bactéricide en fonction des concentrations sont paralléles. 
Erythromycine 

Spiramycine 
concentrations létales est le méme ; il se situe aux environs de 8. 


‘Le rapport des concentrations inhibitrices et des 
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b) Les deux courbes d’action bactéricide en fonction des 
concentrations ne sont pas paralléles: alors que le rapport 
Erythromycine 
Spiramycine 
le rapport des concentrations létales est plus faible et se situe 
aux environs de 2. bs 

c) On observe une action initiale marquée avec |’Erythromy- 
cine, puis une diminution d’action avec des concentrations plus 


des concentrations inhibitrices était de 6 ou 8, 


Str.Gr.A 


Pourcentage des Survivants a 24h. 
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Fic. 3. — Action bactéricide comparée de la Spiramycine et de l’Erythromycine en 


fonction des concentrations sur trois souches de Streptocoques et une souche 
de Staphylocoque. ; 


élevées. La Spiramycine ne montre pas ce phénoméne, ce qui fait 
que finalement elle montre une action létale dans des cas out 
l’Erythromycine n’en montre pas. 


C. — RESISTANCE ACQUISE IN VITRO. 
RESISTANCE CROISEE. 


_ On a utilisé pour cette étude une souche de Staphylocoque 
isolée dans une septicémie. 
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La technique pour obtenir des résistants est celle de Demerec [8]. 
Ensemencement trés abondant (supérieur a 10° germes) a la surface 
de boites de Petri contenant deux gammes, l’une de Spiramycine, 
autre d’Erythromycine. Les colonies de résistants sont isolées et 
retitrées vis-a-vis de ces deux antibiotiques par la méthode des 
stries en gélose, vis-a-vis de 10 autres antibiotiques par la méthode 
des disques, et typées par les bactériophages. 


RESISTANCE « IN viTRO ». — Résultat. — A. Les premiéres 
gammes donnent les résultats suivants (exemple) : 


a a TE SEE SEE 


CONCENTRATION g/cm? 


a®) || OH. |) gp |) 3 bes | Wsz |) OsBs tans! 
Erythromycine. . . .| 0 {0 0 0 0 |3col.|] 9c. /+++]/+++ 
Spiramycine ... .| 0 |3 col.|7c./30c.);+++]/+++4+]+++4+]++44]4 


Dix colonies isolées prises sur deux gammes vont montrer les 
particularités suivantes : 

1° Toutes les colonies isolées sur la gamme Spiramycine sont 
inhibées par les mémes taux de Spiramycine et par les mémes 
taux d’Erythromycine. Quelle que soit la boite sur laquelle elles 
ont été prélevées il s’agit donc de germes analogues. Il en est 
de méme pour celles qui sont prélevées sur la gamme Erythro- 
mycine. 

2° Les colonies prélevées sur la gamme Spiramycine sont 
résistantes a |’Erythromycine et réciproquement. Il y a donc 
résistance croisée. 

3° Mais la résistance n’évolue pas de la méme maniére pour 
les deux antibiotiques. 

4° Les résistants isolés sur la gamme Spiramycine et sur !a 
gamme Erythromycine ne se sont pas toujours montrés identiques 
du point de vue de la sensibilité aux deux antibiotiques ; il semble 
que les résistants issus de la gamme d’Erythromycine sont rela- 
tivement plus résistants a cet antibiotique que ceux issus de la 
gamme Spiramycine. La résistance croisée ne semble pas compléte 
et ce point serait 4 préciser. 

5° La sensibilité de ces résistants de premier échelon vis-a-vis 
de la Pénicilline, Streptomycine, Chloramphénicol, Tétracyclines, 
Bacitracine ne s'est pas modifiée. 

La production de pénicillinase ne s’est pas modifiée. Le type 
bactériophagique est le méme (52-52 A) que celui de la souche 
primitive. 
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Il n’y a pas de modification apparente de la croissance des 
colonies et de leur pigmentation. 

B. Une de ces souches résistantes a l’Erythromycine (ERI) a 
servi A une deuxiéme série de gammes comportant des concen- 
trations plus élevées. Aprés plusieurs essais, on a pu obtenir des 
colonies qui ont permis de constater : 

a) Qwil y a toujours résistance croisée entre les deux anti- 
biotiques ; 

b) Que le phénoméne observé avec les résistants de premicr 
échelon s’est accentué. 

Les résistants de deuxiéme échelon sont inhibés par des concen- 
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Fic. 4. — Acquisition de la résistance in vitro d’une souche de Staphylocoque 


vis-a-vis de la Spiramycine et de l’Frythromycine. 


trations égales d’Erythromycine et de Spiramycine de l’ordre de 

25 a 100 wg/cm* suivant les essais. Le rapport d’activité 

Erythromycine 
Spiramycine 

donc une augmentation plus faible que celle de l’Erythromycine. 
c) La sensibilité de ces résistants n’est pas modifiée vis-a-vis 

de la Pénicilline, Streptomycine, Chloramphénicol, Tétracyclines 

Bacitracine. 
Ces faits sont résumés dans la figure 5. 


tombe a 1. La résistance de la Spiramycine subit 


RESISTANCE « IN VIVO ». — Un certain nombre de souches 
résistantes 4 |’Erythromycine ont été isolées chez des malades 
atteints de septicémie aprés traitement par cet antibiotique. 
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Pour toules ces souches, il y a résistance croisée entre PEry- 
thromycine, la Carbomycine ct la Spiramycine. 

fl est curieux de constater que les taux inhibiteurs des souches 
obtenues aprés résistance acquise in vivo se situent dans la zone 
de ceux observés pour les’ résistants de premier échelon obtenus 
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Fie. 5. — Corrélation pour Ja Spiramycine entre les diamétres des zones d’inhibition 


observés avec la méthode des disques ct la concentration minima inhibitrice 
déterminée par dilution en gélose. 


in vilro. On retrouve aussi le méme phénoméne de diminution 
Erythromycine 
Spiramycine 

Tous ces faits permettent de penser que, bien qu’il y ait 
résistance croisée entre ces deux antibiotiques, la résistance in vivo 
a la Spiramycine ne se produira pas de la méme maniére et avec 
la méme fréquence que pour |’Erythromycine. I] s’agit d’une 
résistance en trés peu d’échelons, plus proche du type Strepto- 
mycine que du type Pénicilline. 


du rapport d’activité qui tombe de 10 a 1,5 ou 3. 


D. — ANTIBIOGRAMME 


La déterminauion de la sensibilité des germes 4 la Spiramycine 
peut se faire par la méthode des disques séchés. Pour déterminer 
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la concentration a utiliser par disques et la signification des zones 
d’inhibition, nous avons utilisé la technique générale déja 
employée pour les autres antibiotiques [9], qui consiste a déter- 
miner la courbe de concordance existant entre les taux inhibi- 
teurs obtenus avec la méthode de dilution en gélose et les 
diamétres des zones d’inhibition. 

Cette étude a porté sur 51 souches présentant des sensibilités 
étagées. La méthode de dilution est la méme que celle utilisée 
pour la détermination du spectre d’activité, mais pour chaque 
souche on a observé le méme jour, sur le méme milieu et avec 
un inoculum comparable, les diamétres des zones d’inhibition 
obtenus avec des disques de papier buvard de 10 mm de diamétre 
chargés avec 125, 30, 7, 1,5 ug par disque. 

‘La figure 5 donne la relation entre ces deux éléments et la 
courbe de concordance susceptible d’étre utilisée dans le calcul 
du résultat pour une charge par disque de 60 pg. On peut voir 
qu'il est possible de faire deux types de lecture : 

Lecture qualitative (valable seulement sur un milieu standard) ; 
un diamétre de zone d’inhibition supérieur 4 20 mm indique une 
souche inhibée par moins de 4 pe/cm®; elle peut étre considérée 
comme sensible. 

Lecture par rapport a@ une souche lest (St. Londres). La diffé- 
rence du diamétre entre la souche test et la souche Aa titrer obtenu 
dans des conditions identiques d’inoculum et de milieu permet de 
lire directement sur la courbe la concentration inhibitrice en 
ug/em*®. Si l’on considére que la zone des concentrations humo- 
rales doit se situer entre 1 et 4 »g/cm* pour un traitement de 
3 g par jour chez l’adulte, des différences comprises entre 0 et 
10 mm entre les deux souches indiqueront une souche sensible. 


Kk. — CONCENTRATIONS SANGUINES 


Les concentrations dans le sérum ont été déterminées par la 
méthode de diffusion verticale {40, 44], en utilisant la souche de 
Staphylocoque 209 P comme souche test et, comme milieu, une 
gélose 4 1 p. 100 de pH 8. 

Dans le tableau III sont notés les résultats obtenus chez 
7 malades adultes traités par 3 g de Spiramycine par jour per 
os en quatre prises, Les prélévements ont été faits une, quatre et 
six heures aprés une prise, alors que les malades étaient traités 
depuis plus de quarante-huit heures. 

Les taux moyens pour ces trois temps sont de 2,7, 2.8 ot 
1,7 pg/cm*, mais avec des variations importantes " puisque les 
chiffres se situent entre 0,5 et 8 pg/em*. 

Une série analogue de 9 malades traités par l’éthylearbonale 
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TaBLeau III. 


TEMPS APRES L INGESTION 


NUMERO DES MALADES 


1 heure 2 heures 6 heures 
(ug/oms) | (ug/em*) | (»g/ems) 


Oe pw 
CONNNOCN= 


bo SCNODWKE wp 
to LN Bo oll Nd Wd 


Moyenne. .. . 


d’Erythromycine [12] a donné un taux moyen de 2,4, 2,7 
2,3 we/em® au bout d’une, quatre et six heures avec des taux 
compris entre 0,4 et 8,5 pg/cm*, les doses ingérées par jour 
étant de l’ordre de 2 g. 

R&suUME. 


La Spiramycine est un nouvel antibiotique qui présente in vitro 
les caractéristiques suivantes : 

Son spectre d’activité est proche de celui de la Pénicilline et 
surtout des antibiotiques du groupe de |’Erythromycine. 

Son activité bactériostatique est inférieure a celle de 1 Erythro- 
mycine pour la plupart des souches sensibles, excepté pour les 
Entérocoques. 

Son activité bactéricide est assez élevée pour les Streptocoques 
et quelques souches de Staphylocoques. La concentration déter- 
minant un effet bactéricide élevé (moins de 0,01 p. 100 de survi- 
vants) est souvent voisine du taux bactériostatique. Dans certains 
cas la Spiramycine montre dans la zone des concentrations humo- 
rales un effet analogue a celui de l’Erythromycine. 

La résistance est facilement acquise in vitro ; elle atteint en 
deux échelons des taux cinquante fois supérieurs a ceux de la 
souche primitive. Il y a résistance croisée avec |’Erythromycine 
et la Carbomycine, mais les rapports d’évolution vers la résistance 
sont plus faibles pour la Spiramycine. Il n’y a pas de résistance 
croisée avec les antibioliques des autres groupes. 

La sensibilité des germes in vitro peut ¢tre déterminée de facon 
satisfaisante par la méthode des disques séchés. 

Les concentrations sanguines au cours d’un traitement conlinu 
par 3 g par jour chez l’adulte se sont situées chez 7 malades 
autour des chiffres moyens de 1,6 et 2,8 ng/cm*. 
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NUMERATION DE LA MICROFLORE TOTALE 
ET MICROSTRUCTURE DES SOLS 


I. — ANALYSE ET SYNTHESE 


par D. LAVERGNE et J. AUGIER (°). 
(Unstitut Pasteur. Service de Microbiologie du Sol) 


Il n’est pas nécessaire de souligner une fois de plus limpor- 
tance de la numération de la microflore totale d’un sol, puisque 
tous les auteurs s’accordent 4 estimer qu’elle permet d’évaluer 
globalement l’activité d’une terre. 

En dehors de toute question de milieu, |’interprétation des 
résultats ne peut étre correcte que si l’on connait les lois qui 
régissent les suspensions-dilutions de terre. 

Nous nous proposons donc d’étudier dans ce travail le compor- 
tement du complexe « bactério-argilo-humique », au cours des 
dilutions décimales de suspension de terre nécessaires pour $a 
numération des germes telluriques. Nous espérons ainsi définir 
les meilleures conditions possibles pour obtenir une répartition 
décimale satisfaisante des germés au cours de la dilution, quelle 
que soit la nature physico-chimique de la terre employée. Ceci 
permettra également de préciser la nature du rapport entre la 
microflore et le complexe argilo-humique, ainsi que les moyens 
d’estimer l’aspect physico-chimique de ces complexes. 

Pour ce faire, nous emploierons un artifice basé sur le tro- 
pisme bien connu des complexes argilo-humiques pour les parois 
des pipettes. 

I, — GENERALITEs. 


Pour faciliter ’exposé de nos expériences, nous donnons dés 
maintenant les grandes étapes de notre travail. 
' Nous commencons par comparer les résultats obtenus avec des 
dilutions faites, les unes en changeant de pipette, les autres 
sans en changer, ce qui nous conduit a évaluer l’effet de trainage 
da a l’adsorption des complexes argilo-humiques sur les parois 
des pipettes et 4 définir le pouvoir de rétention de ces complexes. 
Nous analysons ensuite la nature de ce pouvoir de rétention, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 juin 1955. 
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en démontrant qu’il appartient surtout aux parties finement 
colloidales des complexes argilo-humiques, et en précisant le 
role que joue la défloculation de ces derniers, sous l’influence 
de la dilution, dans la désagrégation des amas bactériens. 

Nous terminons par une interprélation générale du phéno- 
méne, montrant lintérét de la mesure du pouvoir de rétention, 
véritable témoin de la nature pédologique des sols. 

Signalons enfin que, tout au long de nos expériences, nous 
avons employé l’eau distillée pour faire nos dilutions dans le 
but de rendre plus nets certains phénoménes. Nous verrons dans 
une prochaine note que ce n’est pas forcément le meilleur milieu 
de dilution. 


Il. — EvTupE DE L’EFFET DE TRAINAGE. 


1° Cas D'UNE CULTURE PURE DE « SHIGELLA ALKALESCENS ». — 
Premiére expérience. — Des numeérations de Shigella alkalescens 
sont faites en pratiquant des dilutions de 10 en 10, avec chan- 
gement de pipettes d’une dilution a l’autre. Les cultures sont 
réalisées par ensemencement de 1 ml de chacune des dilutions 
dans de la gélose nutritive fondue, puis coulée en boite de Petri. 
Nous vérifions ainsi qu’avec la souche utilisée les dilutions sont 
bien proportionnelles, 

Deuxiéme expérience. Des dilutions sont réalisées, sans 
changement de pipettes, A partir de cultures méres diversement 
concentrées en germes. Pour avoir la totalité de la courbe de 
dilution, on compte, en changeant de pipettes, les germes contenus 
dans chacun des tubes des dilutions précédentes. Les lectures 
sont faites par ensemencement de 1 ml dans de la gélose-extrait 
de terre fondue, puis coulée en boite de Petri. Aprés séjour 
a Pétuve et comptage des colonies, on trace sur papier semi- 
logarithmique la courbe de numération en portant en abscisses 
les dilutions et en ordonnées le nombre des colonies (fig. 1). 

L’étude de ces courbes montre que : 

a) Veffet de trainage est considérable lorsqu’on ne change pas 
de pipette ; 

b) cet effet est d’autant plus grand que le nombre de germes 
acaba bel eee ere fees tendent a devenir horizon- 

plus élevé que les germes sont plus 
nombreux au départ. 
stro ee Pama de pipettes il y a proportionna- 

t eq pport des germes fixés par une 
pipette, pour une dilution donnée, et par une autre pipette iden- 
luque, pour la dilution suivante, est le méme pour Toutes les 
dilutions et égal au taux de dilution (10 dans le cas choisi). 
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2° EFFET DE TRAINAGE EN PRISSENCE D’ARGILE OU DE TERRE. — La 
culture mére (de Shigella alkalescens) est réalisée en présence 
de bentonite ou de terre stérilisée. Les numérations sont faites 
comme ci-dessus. Les résultats montrent que : 

a) en changeant de pipettes il y a proportionnalité, mais moins 
rigoureuse que précédemment ; 

b) l’effet de trainage, sans changer de pipettes, est. plus impor- 
tant ; la présence de colloides favorise la fixation sur les parols 


—--— sans changer de pipette 8 
—— _ en changeant de pipette 


oO 


nS 
DU NOMBRE DE GERMES 


Ww 


pleat “HO. =) =S =i -6 =) “4 =3 “2 ail 
DILUTIONS 


Fic. 1. — Courbe de numération obtenue en changeant de pipette (tracé en trait 
plein). Courbe de numération obtenue sans changer de pipette, a partir des 
émulsions méres a, b, c, d (tracé en tirets). Ces émulsions ont été obtenues par 
dilution (en changeant de pipette), 4 partir d’une culture mére de vingt-quatre 


heures en bouillon. 


des pipettes. Ceci est surtout net dans le cas ow la culture mére 
est faite en présence de terre stérile. 


3° EFFET DE TRAINAGE AVEC LA TERRE ELLE-MimME. — ‘Lorsqu’on 
compare, pour différents sols, les numérations faites avec et 
sans changement de pipettes, on obtient des résultats différents 
selon l’état physique et la nature pédologique des sols. 

On peut en effet diviser les résultats obtenus en deux groupes : 

a) Résultats permettant une interprétation simple (tableau I) : 

L’analyse de ces résutats montre que : 

1° dans le cas de non-changement de pipettes, la trainée est 
d’autant plus faible que la terre est plus acide. 


450 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


2° lorsqu’on change de pipettes, ce sont également les terres 
4 humus acide qui permettent des numérations satisfaisantes. 
Dans le cas des mull, déja, des anomalies apparaissent pour les 
dilutions élevées, ot l’on trouve, méme en changeant de pipettes, 
plus de germes qu’on n’en attendait. Ceci peut s’expliquer par 
la libération de petits agrégats de germes donnant plusieurs 
colonies aux dilutions élevées et une seule aux dilutions moins 
grandes. 


TABLEAU I. 


—— = 


Types d'humus 


ee ale changeant sans changer 


Incomptable 
70 


TIncomptable 
105 
28 


Mull acide 


Mais ces anomalies, qui posent A nouveau la question de la 


microstructure, sont beaucoup plus graves avec d'autres types 
de sol, : 


b) Résultats d’interprétation délicate (tableau ID) : 


‘Les résultats montrent qu’il devient difficile de faire une numé- 
ration : Ja non-proportionnalité des numérations, méme avec 
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changement de pipettes, est due, comme nous le verrons, A la 
désagrég gation d’amas bactériens provoquée par la défloculation 
de§ complexes argilo-humiques. De plus, lorsqu’on ne change 


TaBLEAu II. 


Types d'hums Dilutions En changeant Sans changer 


Mull calcique 


Mull calcique 


pas de pipettes, les courbes de numération ont tendance a devenir 
horizontales, vers les hautes dilutions : le phénoméne de trainage 
prend done ici une importance considérable. 


II]. — CorrricieENtT DE RETENTION 
ET NATURE DE L’EFFET DE TRA{NAGE. 


Cet effet est da a la fixation des complexes bactério-argilo- 
humiques sur les parois des pipettes ; les forces responsables de 
cette attraction sont avant tout d’ordre physique et sont d’autant 
plus grandes que les terres sont plus alcalines. Les courbes de 
dilution faites sans changer de pipettes, tracées sur papier semi- 
logarithmique, permettent d’objectiver ce trainage: l’allure de 
ces courbes renseigne donc sur l’importance des forces d’adsorp- 
tion des complexes argilo-humiques. L’un de nous a déja 
montré [4] qu’il était souvent possible d’assimiler une portion 
de ces courbes a une droite dont la pente traduit l’importance de 
la trainée. IL a défini, d’un point de vue empirique, ce qu’il 
a appelé « coefficient de rétention » comme étant l’inverse de !a 
pente de cette portion droite de la courbe de dilution. Il a, par 
ailleurs, montré [2] que ce coefficient était lié 4 la nature pédo- 
logique des sols. Pour les terres trés calcaires, la portion droite 
de la courbe est difficile 4 objectiver et en tout cas elle corres- 
pond a4 un coefficient de rétention élevé. 


452 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


IV. — LocaLisaATION DE L’EFFET DE RETENTION. 


Pour préciser dans quelle fraction du sol Veffet de rétention 
était le plus grand, nous avons procédé a une séparation méca- 
nique des différentes parties de la terre analysée. 

Nous procédons ainsi : 

Laisser vingt heures a la glaciére la dilution —1 (en eau 
distillée) de la terre a analyser. Laver le contenu de ce tube 
par substitution de 10 ml d’eau distillée au liquide surnageant 
qu’on retire par siphonnage. Agiter longuement et laisser 
décanter dix minutes avant chaque siphonnage. Recueillir les 
eaux de lavage dans une fiole stérile et conserver le culot qui 
a été ainsi séparé de la partie la plus finement colloidale des 
complexes argilo-humiques de la terre totale. 

Avec le culot d’une part et les eaux de lavage d’autre part, 
réaliser des dilutions de 10 en 10 avec changement et sans chan- 
gement de pipettes. Faire ensuite des numérations comme 
précédemment. 

Les résultats sont exprimés dans le tableau III. 

L’examen de ces résultats montre que : 

a) Dans tous les cas c’est dans les eaux de lavage, contenant 
la partie finement colloidale des complexes argilo-humiques, que 
Veffet de trainage, donc de rétention, est le plus élevé ; 

b) Le culot lavé donne en général, méme sans changement de 
pipettes, une bonne proportionnalité. L’effet de trainage, donc 
de rétention, est faible. 

c) Cependant, dans le cas des terres fortement calciques, !e 
culot lavé montre un effet de rétention encore trés notable. De 
méme dans les tourbes qui renferment beaucoup d’humus et qui 
se laissent difficilement laver. 

Nous pouvons done affirmer que la non-proportionnalité des 
résultats est liée aux complexes argilo-humiques. 

Une difficulté reste encore a expliquer : pourquoi certaines 
terres ne donnent-elles pas des dilutions proportionnelles satis- 
faisantes méme en changeant de pipettes ? Que se passe-t-il au 
niveau des complexes argilo-humiques ? 


V. — ROLE DE LA DESAGREGATION DES AMAS BACTERIENS [3}. 


Le principe de l’expérience consiste A comparer les nombres 
de germes qu’on aurait da trouver par proportionnalité, avec 
le nombre réellement recensé, en faisant suivre la numération 
d’un ringage des pipettes. ‘L’inconvénient réside dans le fait que 
sil y a désagrégation d’amas, ses conséquences expérimentales 
seront modestes puisque cette expérience suppose:le changement 
des pipettes 4 chaque dilution. 
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TABLEAU III, 


NATURE DU TERRAIN DILWTIONS EN CHANGEANT SANS CHANGER 


LIMON 
ARGILO-SABLEUX 
- a ) coulot 


~b)surnageant 


~-b)surnageant 


TERRE CAICAIRE 
=a ) culot 


-b)surnageant 


Pratiquement, ,on prend des pipettes de 1 ml. Chaque pipette 
sert d’abord a prélever 1 ml d’une dilution donnée pour préparer 
la suivante. Ensuite on reprend 1 ml dans la premiére de ces 
deux dilutions ; on le rejette dans une boite de Petri ot! on coule 
un tube de gélose-extrait de terre pour la numération ; enfin, on 
fait un lavage en prélevant trois fois successives 1 ml d’eau 
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distillée stérile réparti 4 l’avance en tubes stériles : chaque milli- 
litre sert A ensemencer une boite de Petri. On compte done pour 
chaque dilution, et avec quatre boites, le nombre total de germes 
contenu par chaque pipette. 

Dans le cas d’une terre calcaire, on a trouvé les nombres rap- 
portés dans le tableau IV. 


TasLeau IV. 


DN a, 


| 
NOMBRE DE GERMES 
POUR UNE PIPETTE CHARGEE TOTAL 
libérés retenus 
Qi ORs oy ce ete gas ae 500 600 | 4 100 
a ey eR eres Adis ease OFS 60 30+ 8+5 403 
BPO Ret heen Soe es 8 6+2+0 46 
af — OR. ca ker aoe a, eee 2 4+41+0 4 
BVT hc hoc ial fe Teas as 0 0+2+0 2 


Le rapport des nombres de germes fixés, qui renseigne sur 
Vimportance de la modification de leffet de trainage simple, 
passe de 10 a 7, puis 4 et 1. Ceci montre que si l’on ne change 
pas de pipettes, l’effet de rétention ne commence a prendre 
d’importance qu’a partir de la dilution —5. 

Si on remarque que le pourcentage des germes fixés par 
rapport aux germes libérés est sensiblement constant et voisin 
de 50 p. 100, on peut comparer le nombre de germes trouvés 
avec celui qu'on pouvait théoriquement attendre. 

La pipette chargée 4 —8 a prélevé x germes et en a passé 
r/2 a —4, Elle a repris ensuite x et la numération complete 


a Lr be x a r r ava ‘ 
a été faite sur x + —-Le chiffre observé étant de 1100, on en 
2 


tire « = 730. Ce sont donc 365 germes qui ont été dilués A — 4. 
La pipette utilisée ensuite a donc dd en prélever 40 environ ; elle 
en passe 20 4 —5, en retient 20 et en préléve & nouveau 40. 
Elle ne devrait done fournir pour la numération et le lavage 
consécutif que 30 et 40. Or, on en compte deux fois plus. 

En poursuivant ce raisonnement, on trouve qu’A la dilution 
suivante la pipette utilisée n’aurait dQ fournir que 3 germes 
contre 16. : 

Nous voyons done que la défloculation est progressive au cours 
du processus de dilution, ce qui se comprend aisément pulsque 
les ions sont également dilués dans la méme proportion ; en effet, 
Jes ions calcium maintiennent les complexes argilo-humiques 
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a l’état fortement floculé ; leur dilution a donc tendance a provo- 
quer le phénoméne inverse. 

Avec une terre argilo-sableuse trés lessivée ct .trds pauvre en 
humus, les résultats sont tout différents (tableau Ais 


TABLEAU VY. 


NOWBRE DE GERMES 
POUR UNF PIPETTE NOMBRES 

chargée théoriques 
libérés retenus 


Incompt. 450 * 
400 * 225 2 000 environ 
170 20 220 

16 2 20 
3 4 2 


Si nous considérons ce dernier résultat (— 5) comme aléatoire, 
nous voyons que les rapports de fixation sont égaux a 10, sauf 
entre -— 1 et —2 pour la raison évidente qu'il se produit la un 
véritable écrasement du nombre des germes du fait de la concur- 
rence (chiffres marqués d’un *). Les pourcentages de fixation 
sont égaux a environ 5 p. 100, sauf pour les premiéres dilutions 
et pour la méme raison. Si on admet que ce pourcentage de 
5 p. 100 est valable pour ces dilutions, ce qui est trés probable, 
on peut calculer le total des germes qu’on aurait da théorique- 
ment trouver sur chaque pipette et l’on voit qu’il ne différe pas 
dans la pratique du nombre compté sur les boites. Cette terre 
ne présente done bien qu’un effet de trainage simple et aucun 
effet de rétention par désagrégation d’amas microbiens. On peut 
aussi supposer que le nombre de germes libérés par désagré- 
gation est trop faible pour s’écarter significativement de celui 
attendu, dans les conditions de la technique utilisée. 

La grande majorité des terres s’intercale entre ces deux cas 
extrémes. 

Disons également qu’il ne semble pas que l’agitation méca- 
nique, produite par les dilutions, ait un effet notable sur la 
désagrégalion des amas bactériens. 


VI. — LA DECOMPOSITION DE LA STRUCTURE PEDOLOGIQUE. 


Nous avons pensé pouvoir suivre ce phénoméne en comparant 
les pourcentages de fixation des germes sur les parois des 
pipettes. 

Dans le cas simple des Shigella, on a vu que ce pourcentage 
est constant. Ceci caractérise une dilution en milieu homogéne. 
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Lorsqu’on calcule les pourcentages de fixation par l’artifice du 
lavage de pipettes comme ci-dessus, dans le cas d’une terre 
calcaire, on trouve : 


GERMES LIBERES FIXES POURCENTAGES 
Ct ee eee ea ae Pc 486 600 60 
r; i Oe eee Ane ers 60 46 40 
OO) os, ee seen ese : 8 8 50 
Bima e Tid, [omer nee title 2 2 50 


Ces résultats sont remarquables, car ils prouvent que les condi- 
tions physiques du milieu sont comparables d'une dilution 
a l’autre, comme dans le cas de Ja dilution d’une culture de 
Shigella en bouillon. Cette terre calcaire est donc caractérisée 
par ’homogénéité de sa structure, les gros éléments et les petits 
ayant schématiquement une structure semblable. 

Par contre, une terre de jardin argilo-calcaire formée sur des 
déblais variés donne les résultats suivants : 


a—5, germes fixés......... 5p. 100 des germes totaux 
a — 6, germes fixés. ........ 410 p. 100 des germes totaux 
ar germes fixés!= J...) 2h. ete 30 p. 100 des germes totiux 
a— 8, germes fixés. ........ 50 p. 100 des germes totaux 


On peut interpréter ces résultats comme traduisant une varia- 
tion continue et progressive des conditions du milieu ; cette terre 
étant une terre fraiche tres humifére, augmentation des pour- 
centages de fixation peut s’exphquer par la persistance, aux 
fortes dilutions, de l’effet des complexes humiques encore abon- 
dants ; tandis que les autres fractions, peu adsorbées, et qui 
produisaient par suite une diminution relative du pourcentage de 
fixation, ont été éliminées ; il y a eu décomposition d’une struc- 
ture hétérogéne par ségrégation des éléments de cette structure 
sous l’effet de l’adsorption sur les pipettes. Ce sont ici encore les 
complexes argilo-humiques qui déterminent le phénoméne. 


VII. — Discussron. 


Du point de vue des numérations, la microstructure des sols 
se résont en deux parties : 

‘La premiére constituée d’éléments grossiers, peu perturbants, 
mais pouvant renfermer des amas de germes fortement fixés, peu 
dissociables, 

La deuxiéme formée d’éléments colloidaux fins constituant les 
complexes bactério-argilo-humiques. Ce sont ces derniers qui, au 
cours des dilutions, sont le plus fortement perturbants et avec 
une intensité variable selon les terres et leurs types pédologiques. 

Nous avons vu qu’ils sont responsables par leur défloculation 
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de la désagrégation de certains amas bactériens et qu’ils déter- 
minent, quand on ne change pas de pipette, un trainage caracté- 
ristique de la nature physique de la terre. 

Suivant la proportion relative de ces deux fractions (l’une 
grossiére, l’autre fine) et des germes qui leur sont liés, on a des 
comportements différents au cours des dilutions : quand on ne 
change pas de pipettes les gros éléments, qui ne se fixent pas 
sur les parois, s’épuisent rapidement et d’une maniére propor- 
tionnelle ; les éléments fins se distribueront suivant un autre mode 
et vont plus loin dans la gamme des dilutions. Quand on change 
de pipettes c’est surtout la partie colloidale se fixant sur les 
parois qui est perdue pour la numération. 

Donc, dans les deux cas, ce sont ces éléments fins qui sont 
responsables de l’effet de ségrégation produit par la dilution. 

Tous ces phénoménes se superposent en empéchant la répar- 
tition proportionnelle des germes. Mais cette perturbation est 
interprétable puisqu’elle est en rapport avec les complexes 
argilo-humiques et que nous savons apprécier globalement leur 
importance par la mesure du coefficient de rétention. 


WiEE-— Concrusion: 


Il importe done de mesurer, d’une part le nombre de germes 
capables de pousser sur le milieu choisi, en changeant de pipettes, 
d’autre part de déterminer, sans changer de pipettes, le coefficient 
de rétention, véritable témoin de la structure pédologique des 
sols. 

Le premier test mesure un facteur d’ordre biologique, le second 
d’ordre physique. C’est leur comparaison qui permet d’inter- 
préter les résultats. On peut ainsi, en particulier, préciser dans 
quelle mesure deux échantillons de terre sont comparables : ils 
le sont d’autant plus que les coefficients de rétention sont plus 
voisins [4]. 

Nous donnerons, dans une prochaine note, les conditions tech- 
niques permettant de réaliser, dans tous les cas, des dilutions 
satisfaisantes pour la numération totale et de mesurer avec fidélité 
le coefficient de rétention. 
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COMMUNICATIONS 


MISE EN EVIDENCE DU VIRUS DE LA « GRANULOSE » 
(PSEUDOGRASSERIE) DE P/ER/S BRASSICA L. 


par C. VAGO, P. LEPINE et 0. CROISSANT. 


(Institut Pasteur, Service des Virus, 
et Laboratoire de Pathologie Comparée, Station d’Alés I. N. R. A.) 


Depuis la caractérisation du premier cas de « granulose » en 
1926 [3], les corps d’inclusion et les virus ont été étudiés au 
microscope électronique dans plusieurs affections de ce type [4, 2, 4]. 

Cependant, chose curieuse, dans la granulose du _ Lépidoptére 
Pieris brassicae L. par Vétude de laquelle Paillot a montré l’existence 
de telles viroses et qui est l’espéce type de ce groupe de maladies, les 
corps d’inclusion n’ont jamais été vus par ce moyen, ni les virus mis 
en évidence. 

Ayant pu relrouver cette affection, aprés des recherches systéma- 
tiques et étant amenés a l’étudier de plusieurs points de vue, nous 
avons également envisagé la mise en évidence du virus par libération 
i partir des corps d’inclusion purifiés. 


Remarquons 4 ce sujet que les larves de piérides, parmi lesquelles la 
virose a élé retrouvée en plus grand nombre, proviennent de la vallée du 
Rhone, done prés de Vendroit d’origine des cas étudiés par Paillot. Nos 
examens histo-pathologiques ont pu vérifier les observations de cet auteur 
du point de vue lésions tissulaires et nous ont amenés A compléter celles 
concernant les altérations cellulaires ainsi qu’A envisager certaines diffé- 
rences d’interprétations qui seront relatées dans un travail A part. 
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PURIFICATION DES CORPS D’INCLUSION ET LIBERATION DU vIRUS. — I] a été 
envisagé d’obtenir des corps d’inclusion purifiés & parlir d’une quan- 
tité réduite de matiére premiére, A savoir le quart d’une chenille au 
quatriéme stade, soit environ 0,5 g de matiére brute composée de 
tissus intestinaux, sanguins, adipeux, hypodermiques, chitineux, 
trachéaux et malpighiens aprés élimination du contenu intestinal. 

La suspension de la tranche écrasée dans l'eau distillée est filtrée 
sur gaze et centrifugée une fois 4 1400 t/m pendant six minutes. Le 
surnageant est réparti en microgouttes sur les grilles du microscope 
électronique recouvertes d’une membrane de formvar. La préparation 
est desséchée puis lavée par flottement sur eau distillée. 

Aprés dessiccation, le traitement de libération des virus est effectué 
directement sur la grille en laissant flotter celle-ci pendant cing 
minutes sur une solution de NaOH A 4 p. 10000. Aprés un second 
lavage sur eau distillée assurant 1’élimination des résidus de sels, la 
préparation desséchée est ombrée a 1’or-palladium. 


Résuttats. — Les préparations examinées au microscope électro- 
nique RCA montrent, lorsqu’elles n’ont pas subi le traitement alcalin, 
une quantité importante de corps grossiérement ovalaires ayant des 
dimensions moyennes de 0,12 4 x 0,30 yw. Ces corps apparaissent en 
suspension relativement pure, celle-ci n’étant souillée que de rares 
fragments bactériens. Ils sont trés opaques aux électrons. Bien que 
leur taille varie peu, leur forme est plus ou moins arrondie, en 
général ovoide ou réniforme, avec de petites protubérances incons- 
tantes, apparaissant de profil comme des irrégularités sur la courbe 
du corps (fig. 1). 

Aprés le traitement par NaOH, on observe sur une méme prépara- 
tion divers degrés de dissolution de ces corps. Toutefois il est impor- 
tant de préciser que la grande majorité des éléments se trouve & un 
méme degré de dissolution, tandis que les autres degrés ne concernent 
que quelques exemplaires. 

Au fur et A mesure de l’attaque, les corps s’étalent sous forme de 
plages ovoides, larges, granuleuses. A l’intérieur de ces plages, des 
batonnets placés dans la direction de l’axe longitudinal du corps initial 
deviennent visibles. Nous n’avons jamais décelé plus d’un batonnet 
par granule. Ces éléments ne semblent pas attaqués au moment ov 
les corps les enfermant subissent une désintégration avancée. On 
observe, également, des batonnets débarrassés de leurs enveloppes qui 
semblent avoir été complétement dissoutes (fig. 2). 

Dans les deux cas, les dimensions des batonnets ont en moyenne 0,2 u 
de long et 0,08 uw de large. 

Quant A leur forme, elle est grossitrement bacilliforme, rappelant 
un bacille court et large, rectiligne ou légérement arqué. 


Conctusions. — Les deux types d’éléments décrits ci-dessus, facile- 
ment identifiables } ceux reconnus 4 l’heure actuelle [4] comme corps 
d’inclusion et comme éléments du virus chez les « granuloses » de 
Lépidoptéres, démontrent l’exactitude des soupcons de Paillot [3] cher- 
chant un « virus » dans des « granules cocciformes » qu’il observa 
chez les larves de Pieris brassicae atteintes de « pseudograsserie ». 
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Cependant il est & souligner que les « granules » comprennent en 
réalité les corps d’inclusion et non les virus seulement. 

L’examen au miscroscope électronique caractérise ainsi, selon les 
conceptions et les exigences modernes, une virose signalée comme 
premiére du type « granulose », mais décrite jusqu’alors seulement 
sur la base des recherches de transmission et de l’histopathologie. I 
précise la morphologie du virus et permet d’en déterminer la taille. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Granulose de Pieris brassicae. Corps d’inclusion purifiés. 
Grossissement x 24 O00. 
Fic. 2. — Virus libéré par action de NaOH sur les corps d’inclusion. Noter 
lélément unique bacilliforme qui apparait dans les débris de chaque corps 
d'inclusion. Grossissement x 42 000. 


LES SUBSTANCES DE GROUPES SANGUINS A ET B. 
EVALUATION DE LEUR ACTIVITE IMMUNOLOGIQUE 


par J. FINE et A. EYQUEM. 


(Institut Pasteur, Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins.) 


Les substances de groupes sanguins humains A et B ne se rencon- 
trent pas exclusivement sur les globules rouges. Comme l’ont montré 
Landsteiner et Levine (1926), Yamakami, Putkonen, Schiff et bien 
d’autres, ces antigénes peuvent se retrouver sous forme soluble, chez 
homme, dans différents liquides de lorganisme et, notamment, 
dans la salive. 

Ces mucoprotéines ont pu élre aussi mises en évidence chez certains 
animaux tels que le boeuf, le cheval et le porc, et principalement dans 
la muqueuse gastrique et les glandes salivaires. 

La mise en évidence de l’antig¢ne A ou B sous sa forme soluble peut 
étre réalisée par la réaction sérologique d’inhibition de l’agglutination 
d’hématies A ou B par un sérum anti-A ou anti-B de titre connu. En 
effet, un liquide examiné, mis en contact trente minutes 2 la tempé- 
rature du laboratoire, avec un sérum anti-A par exemple, neutralise les 
agglutinines anti-A proportionnellement & sa richesse en substance A. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire C. VAGO, P. LEPINE 


T. 89. et O. CROISSANT. 


MASSON ET Cie, EDITEURS 
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On effectue un titrage des agglutinines restantes et, suivant le degré 
de neutralisation des agglutinines anti-A, on conclut a la présence 
ou a l’absence de cette substance dans l’échantillon examiné. 


Etudiant les moyens d’extraction et de purification de ces substances 
a partir de différents tissus animaux, nous avons été amenés 3 recher- 
cher un moyen d’évaluation de la richesse d’une solution en substance 
de groupes et, dans ce but, nous avons tenté de mesurer son activité 
immunologique. 


EVALUATION DE L’ACTIVITE IMMUNOLOGIQUE. — Définilion d’une unité. — 
L’évaluation 4 50 reprises du titre agglutinant d’un échantillon de 
sérum anti-A provenant d’un individu de groupe sanguin B réalisée 
de fagon répétée au cours de l’année, nous a permis de constater que 
ce sérum pouvait représenter un étalon stable d’agglutinine anti-A, 
donnant une agglutination macroscopique visible & la dilution 
de 1/1 000. 

On peut donner le nom d’unité immunologique de substance de 
groupe A ou B a la dilution la plus élevée de cette substance capable 
d’inhiber, sous un volume déterminé, l’agglutinine contenue dans un 
méme volume de sérum anti-A ou anti-B titrant 1/1 000. 


TECHNIQUE. — On pratique, sous un yolume de 0,2 ml, une gamme 
de dilutions progressives de raison 2, en eau physiologique, de la 
substance A & titrer. On ajoute dans chaque tube 0,2 ml de sérum 
anti-A titrant 1/1000. Aprés trente minutes de contact a la tempé- 
rature du laboratoire, on ajoute dans chaque tube 0,05 ml d’une sus- 
pension 4 2 p. 100 de globules rouges humains de groupe A lavés. 
On laisse reposer trente minutes, on centrifuge une minute 4a 
1500 tours/minute. On lit Vagglutination par agitation, au-dessus 
d’un miroir concave. 

Le dernier tube de la dilution la plus élevée qui ne donne pas 
d’agglutination contient une unité de substance A. Par exemple, si le 
dernier tube sans agglutination représente la dilution 1/20, dans 0,2 ml 
de substance diluée au 1/20 il existe 1 unité, et dans 1 ml de sub- 
stance non diluée il existe 20 x 5 = 100 unités. 


Influence des antigénes A, ou A, des globules rouges utilisés. — 
Nous avons remarqué que, lorsqu’on effectue une recherche de sub- 
stance A par neutralisation d’un sérum anti-A, le résultat de la réac- 
tion peut différer considérablement, suivant que l’on utilise pour le 
titrage de l’agglutinine anti-A non neutralisée, des globules rouges pos- 
sédant les antigenes A, ou A,. Cette différence se retrouve également 
lors des dosages d’activité immunologique de substance A, au point 
de donner par exemple 5 unités au centimétre cube si la réaction est 
effectuée avec des globules rouges A, et 40 unités/cm® si la réaction 
est effectuée avec des globules rouges A,. L’examen de l’activité immu- 
nologique de 33 échantillons d’extraits d’organes animaux nous améene- 
rait 2 penser que certaines substances de groupe A inhibent beau- 
coup plus facilement l’iso-agglutinine anti-A d’un sérum de groupe B 
que Viso-agglutinine anti-A, de ce sérum. ; : 

On peut rapprocher ce fait de celui constale par Oliver Gonzalez a 
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l’examen de polyosides isolés de vers, tels que 1’Ascaris lumbricoides var. 
suum et Taenia saginita. 

L’adsorption de ces polyosides sur des globules rouges humains O 
rend ceux-ci capables d’absorber l’iso-agglutinine humaine anti-A,, 
sans absorber ]’agglutinine anti-A,. 


BIBLIOGRAPHIE 


J. Oxrver-Gonzatez. Proceed Soc. exp. Biol. Med., 1953, 84, 520. 


A PROPOS DE 25 SOUCHES DE SH. DYSENTERIA 2 
ISOLEES DANS LA FRANCE D’OUTRE-MER 


par M™= D. PIECHAUD, S. SZTURM-RUBINSTEN et Micuen PIECHAUD. 


(Institut Pasteur, Service du D™ Dumas et C. N. R. S.) 


25 souches provenant de ja France d’outre-mer ont été identifiées 


comme Sh. dysenteriae 2 de 1949 & 1955 dans le service du D™ Dumas : 
4 de Madagascar ont été envoyées par R. Néel en 1949, 6 d’Hanoi par 
P. Kirsche en 1950, 3 de Bamako en 1958, 4 de Bobo-Dioulasso en 1954 
et 2 en 1955 isolées par V. Brumpt ; 2 de Bamako en 1954 par R. Pfis- 
ter ; la méme année J. Fournier en a trouvé 2 & Saigon et le D™ Darasse 
2 a Dakar. 

Ces souches ont les caractéres classiques des Shigella : bacilles Gram- 
négatifs, immobiles, ne liquéfiant pas la gélatine, ne poussant pas 
sur le milieu au citrate de Simmons, ne produisant pas d’hydrogéne 
sulfuré sur gélose au sous-acétate de plomb ou au citrate de fer ; la 
réaction au rouge de méthyle est positive, le test de Voges-Proskauer 
négatif, les nitrates sont réduits en nitrites, le glucose acidifié en 
vingt-quatre heures, lactose, adonitol, salicine ne sont pas utilisés. La 
non-fermentation du mannitol les range dans le groupe Sh. dysen- 
teriae ; elles sont toutes sans action sur le saccharose, le dulcitol, le 
xylose ; elles donnent de l’indole en vingt-quatre heures. 

Leur action sur 4 glucides : maltose, rhamnose, arabinose et sorbitol 
différe des données admises par Madsen [4] et par Seeliger [2]. 

Maltose : 4 souches sur 25 l’acidifient entre quatorze et vingt-six 
jours, alors que ces deux auteurs trouvent la réaction négative. 

Rhamnose : 16 souches utilisent ce glucide en vingt-quatre heures, 
2 en quatre jours, 4 en cing et six jours, 2 en dix-sept jours, 1 reste 
négative & plusieurs observations. A l’origine, 3 souches étaient rham- 
nose négatives, dont 2 sont devenues positives au cours des repi- 
quages ; dans les 3 cas il s’agissait de souches isolées :au Soudan. 

Arabinose : si 7 souches l’acidifient en cing 4 dix-neuf jours, 18 sou- 
ches n’utilisent pas ce sucre en un mois. 
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Sorbitol : 2 souches le font fermenter en vingt-quatre heures, les 
autres en deux a neuf jours. 

Edwards [3] admet que Sh. dysenteriae 2 peut attaquer le maltose 
et l’arabinose ; il considére ce fait comme exceptionnel, alors que prés 
de 1/3 de nos 25 souches utilise ce deuxiéme glucide. Pour le rhamnose, 
il parle d’acidification en vingt-quatre heures, alors que pour 9 de 
nos souches elle est tardive. 

On voit donc que pour aucun de ces glucides il ne s’agit d’un 
caractére constant (tableau I). Il faut noter que, des 15 souches utili- 
sant 4 la fois rhamnose et sorbitol, 8 fermentent le rhamnose tardive- 
ment et 7 en vingt-quatre heures. ; 


Tasieau I. 


Nombre des Rhamnose |Maltose Arabinose|Sorbite 
Souches 


Observation en eau peptonée au rouge de phénol pendant un mois. 


Tasreau II, 


ANTICORPS ANTIGENES 
Sh. dys. 2]Sh. dys. 2{Sh. dys. 2 Bsch. coli 
9D BD 4546 QO 112 ac 


Sh. dys. 2 Da 120 
Steals Chin 8) 3D 
ColimOnlizrac 

Sh. dys. 2 Da 120 
absorbé par 
Coli O 112 ac 


12.800 12.800 12.800 
12.800 1.600 
12.800 3.200 12.800 


200 100 
400 400 200 
/ 6) 0) 


(1) Les agglutinations aprés absorption sont faites de 1/20 & 1/6400. Pour l’agglu- 
tination du coli 112 ac par sérum 112 ac absorbé par Da 120, il y a de 1/100 
a 1/800 une zone d’agglutination sans clarification. 


Sh. dys. 29D 
absorbé par 
Coli O 112 ac 


Coli 0 112’ac. 
absorbé par 
Sh. dys. 2 Da 120 


°o 


Nous avons cherché s’il existait des variétés sérologiques, bien que 
dans les autres espéces étudiées, Sh. sonnei par exemple [4], nous 
n’ayons trouvé aucun rapport entre caractéres sérologiques et carac- 
teres biochimiques. Nous avons utilisé 4 sérums préparés selon la 
technique de Kauffmann [5], 3 faits avec des souches de Sh. dysen- 
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leriae 2:9D du Dysentery Reference Laboratory d’Oxford, qui nous a 
été donnée par la Collection de 1]’Institut Pasteur, 2 souches person- 
nelles : Da 120 envoyée par le D™ Darasse de Dakar qui est une souche 
classique par tous ses caractéres, et BD 4546 isolée & Bobo-Dioulasso 
par V. Brumpt, souche qui n’attaque pas le rhamnose. Nous avons 
aussi utilisé la souche de coli 0112 ac envoyée du State Serum Ins- 
titute de Copenhague par le professeur Kauffmann. Nos 25 souches 
ont toutes des taux d’agglutination voisins du titre dans les différents 
sérums. Les agglutinations croisées et les absorptions montrent que 
les 3 souches ayant fait l’objet d’une étude plus détaillée sont parfai- 
tement identiques. L’étude comparative de ces souches et du 
coli 0112 ac donne des résultats semblables 4 ceux obtenus par See- 
liger [2] et montre la présence d’une fraction spécifique de Sh. dysen- 
teriae 2 (tableau JI). 

En résumé, ]’étude de ces 25 souches oppose les nombreuses variantes 
biochimiques de Sh. dysenteriae 2 a la fixité des caractéres s¢érolo- 
giques. Le nombre des souches étudiées est trop faible pour tirer une 
conclusion épidémiologique des caractéres biochimiques, mais toutes 
les souches attaquant le rhamnose tardivement proviennent du Soudan 
ou de Haute-Volta. 
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TECHNIQUE DE PREPARATION 
DES SUSPENSIONS-DILUTIONS DE TERRE 
POUR ANALYSE MICROBIOLOGIQUE 


par J. POCHON. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol.) 


Les suspensions-dilutions de terre sont da la base de toute mesure 
quantitative de la microflore et de toute appréciation de l’activité des 
divers groupements physiologiques du sol. 

Il importe qu’elles soient réalisées avec une technique rigoureuse- 
ment définie, étant donné les variations observées lorsque des détails, 
en apparence infimes, sont modifiés. 

Pour le travail courant, nous proposons la technique suivante 

1° Peser 4 1 cg prés 1 g de terre la plus fraiche possible, préalable- 
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ment homogénéisée et tamisée sur tamis 4 mailles de 2 mm (on peut 
ultérieureinent rapporter au poids sec). 

2° Verser dans un mortier de porcelaine stérile. Broyer A sec. Verser 
9 ml d’eau de source stérile. Broyer A nouveau trés soigneusement 
pour réaliser une suspension. Verser immédiatement aussi complete- 
ment que possible cette suspension dans un tube & essais de 17 stérile 
(dil. 10-1) en imprimant auparavant au mortier un mouvement de 
rotation destiné A maintenir la suspension. 

3° Préparer une série de tubes a essais de 17 (autant que le nombre 
de dilutions décimales désirées) contenant 9 ml d’eau de source stérile. 

4° Avec une pipette de 10 ml graduée, stérile, prélever 1 ml (aprés 
plusieurs agitations par soufflage) du premier tube (dil. 10—) et le 
porter dans le second. Pour ce faire, ne pas se servir, afin que la 
mesure soit plus exacte, de la division inférieure de la pipette. Ne pas 
rincer la pipette, dans ce second tube, par aspiration. 

5° Avec une nouvelle, et seule, pipette de 10 ml, stérile, procéder A 
toutes les dilutions suivantes : 4 chaque fois on agite plusieurs fois 
le contenu du tube précédent par soufflage violent avec la pipette ; on 
porte 1 ml dans le tube suivant et on rince la pipette dans ce tube par 
trois aspirations-soufflages. 

Cette technique est celle qui semble donner les meilleurs résultats 
pour apprécier ultérieurement l’activité des terres et pour les diffé- 
rencier. En particulier, pour ce qui concerne la microflore totale, les 
chiffres trouvés varient généralement dans le méme sens que le déga- 
gement de CO, lorsque ce test est utilisé pour juger de l’activité biolo- 
gique globale des sols. 


SUR CLADOSPORIUM TRICHOIDES 
ISOLE D'UNE MYCOSE CEREBRALE 


par G. SEGRETAIN, F. MARIAT et E. DROUHET. 


(Unstitut Pasteur, 
Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


A la suite d’une intervention chirurgicale, nous recevons au labo- 
ratoire, une tumeur extraite de la région frontale du cerveau d’une 
malade, G. C..., agée de 80 ans. L’aspect clinique et anatomopatho- 
logique de ce cas sera étudié par ailleurs (1). La tumeur est de forme 
cylindrique, mesure 4 cm de long sur 2,5 cm de diamétre ; elle est 
cérébriforme A l’un de ses poles. Aprés incision s’échappe un pus gris 
épais contenu dans deux poches distinctes ; l’examen direct de ce pus 


(1) La malade était hospitalisée a ]’Hopital Pasteur, dans le service du 
Dr René Martin. Nous remercions MM. René Martin et Sureau de nous 
avoir procuré le matériel de cette étude. 
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au microscope révéle la présence de nombreux filaments mycéliens 
moniliformes et fuligineux. 

Le parasite obtenu en culture est un Cladosporium trichoides Emm., 
conforme a la description intiale d’Emmons [4]. Il présente cepen- 
dant quelques caractéres particuliers et comme c’est la premiére fois 
que ce germe est isolé en France, nous en donnerons ici une descrip- 
tion complete. 

In vivo, la forme du parasite est filamenteuse et vésiculaire (fig. 1). 
Les filaments ont une paroi épaisse colorée en brun noiratre, plus 


Fic. 1. — Filaments et vésicules dans la tumeur cérébrale. Hémalun x 875. 
Photo Simonnet. 


fortement A la périphérie de la lésion ; leur cloisonnement sépare des 
articles souvent courts, et en forme de tonnelets, rarement sphériques. 
Sur le pus examiné a l'état frais, les dimensions des articles sont les 
suivantes : longueur, 1,60 » a 4,15 uw (moyenne, 2,80 ,) ; diamétre 
moyen, 1,50 » avec un maximum atteignant 3,30 yu. A l’intérieur de 
nombreux éléments, on trouve un ou deux granules réfringents. 

Sur coupe on rencontre des vésicules parfois nombreuses, arroudies 
ou ovalaires, mesurant en moyenne 5,8 x 7 w et dont le plus grand 
diamétre peut atteindre 9 y. Leur membrane est épaisse et elles sont 
fréquemment vides de protoplasme. Ces vésicules sont situées parfois 
sur le trajet d’un filament, parfois semblent étre terminales, mais il 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 467 


aoe souvent difficile de voir leur rapport avec le filament qui 
. Cette morphologie est semblable a celle trouvée par Emmons, et est 
a rapprocher également de celle décrite par Garcin et coll. [2] dans 
un cas d’envahissement du cerveau par un champignon dont ils n’ont 
pu obtenir la culture. Cependant ils notent dans leur cas un diamétre 
plus grand des hyphes (8 y) qui sont plus rectilignes et moins moni- 
liformes que dans notre cas. Il nous semble cependant que le parasite 
rangé dans les Torula par Langeron, doit étre 2 rapprocher de C. tri- 


ee 


Fic. 2. — Chatnes ramifiées de spores; culture sur lame x 375. 
Photo Simonnet. 


choides. Nous n’avons pas rencontré les vésicules septées décrites par 
Vanbreuseghem [3]. 

Par ensemencement du pus ou de fragments de tumcur sur gélose 
Sabouraud, le champignon se développe rapidement a 31-32°. En 
quinze jours a cette température, les repiquages sur Sabouraud glucose 
donnent des colonies de 3 cm de diamétre, veloutées, gris-souris, 
épaisses, avec éminence centrale puis descendant en pente jusqu’au 
bord finement frangé. Le revers est noir verdatre. Les colonies agées 
dont le duvet est affaissé ont une dominante brune, et ne sont pas 
plissées radialement. Sur mott de biére gélosé, la colonie qui atteint 
4 cm de diamétre est plus épaisse et le duvet filamenteux est plus long. 
Sur pomme de terre glucosée, on note une coloration brun violacé en 
culture 4gée, de méme que sur peptone aprés quinze jours de culture ; 


_ 


G Simon er, 


Fig. toe Vrilles : 1° Début de formation d'une vrille ; 2° Vrille simple ; 3° Vrille 
terminée par deux spores; 4° Vrille de six enroulements compliqnés par des 
ramifications de filaments et de courtes chatnes de spores. 
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sur ce dernier milieu, en dehors d’un déme central hémisphérique, la 
culture est étalée, a duvet ras. 

L’aspect microscopique est trés semblable a la description donnée 
par Emmons avec quelques particularités. Les hyphes brunes ont un 
diamétre de 2 4 3 y. Les conidiophores portent de longues chaines de 
spores de 15 articles en moyenne, simples ou plusieurs fois rami- 
fiées (fig. 2). Les spores sont brunes sauf les plus jeunes, celles de 
Vextrémité de la chaine, qui sont hyalines. Elles sont ovales, rarement 
rondes, de 3,5 4 4,5 x 4a7 u, parfois fusoides cylindriques de 3,5 a 
4,5x10 a 22 w; ces derniéres spores sont situées A la base des chaines. 
Filaments et spores ont un diamétre un peu supérieur A ceux décrits 
dans la souche type. Nous n’avons pas rencontré les fructifications de 
type acrotheca décrites par Vanbreuseghem [3] chez une souche prove- 
nant du Congo belge. Mais la souche étudiée produit des vrilles de 3 
ou 4 enroulements, rarement plus, appliqués les uns sur les autres ; 
on les rencontre presque exclusivement dans les cultures sur Czapek. 
Des filaments ou de courtes chaines de spores sont fixés sur ces enrou- 
Jements a l’extérieur de la vrille et perpendiculairement & son axe. Ces 
vrilles, non signalées chez C. trichoides, ont été décrites chez les 
Cladosporium par divers auteurs, et en particulier dans la remar- 
quable thése de de Vries [4]. Or parmi les Cladosporium, C. her- 
barum est considéré comme la forme imparfaite de Mycosphaerella 
tassiana, Ascomycéte de l’ordre des Sphériales, famille des Sphériacées. 
Les champignons de ce genre produisent des pycnides glomérulaires 
dont « l’ébauche, ou primordium, consiste en un ou plusieurs filaments 
qui s’enroulent en spirale et se ramifient A plusieurs reprises » 
(Langeron) [5]. Les vrilles de C. trichoides seraient l’ébauche ou le 
témoin d’une formation de pycnides que nous n’avons pu déceler dans 
les cultures. 


MALADIE EXPERIMENTALE. — Avec la souche originelle, Binford et 
coll. [14] ont obtenu la maladie expérimentale chez la souris et le 
lapin inoculés par voie intraveineuse avec une suspension saline d’une 
culture sur Sabouraud. Dans notre cas, le pus de l’abcés humain 
inoculé par voie intrapéritonéale 4 deux hamsters dorés et deux souris 
n’a donné aucune lésion ; mais le méme matériel inoculé par voie 
intracranienne A la souris a provoqué la mort de l’animal six jours 
aprés, avec envahissement du cerveau A l’exclusion d’autres organes. 
La rétroculture a été positive. De méme J’inoculation intracranienne 
de 0,1 cm? d’une suspension saline de spores du champignon a pro- 
voqué la mort d’un Japin dans un délai de vingt-deux jours et de 
5 souris dans des délais de six, six, vingt, vingt-deux et vingt-trois 
jours. Les lésions noiratres siégeaient uniquement dans le cerveau et 
l’examen de la matiére cérébrale entre lame et lamelle révéle la pré- 
sence de filaments fuligineux du champignon moins abondants que 
dans la maladie spontanée et souvent plus fins (1 « de diamétre) et a 
cloisons plus espacées. Le parasite a été obtenu dans les rétrocultures. 


En conclusion, il nous a paru intéressant de décrire de nouveau ie 
Cladosporium trichoides que nous avons isolé d’une tumeur du cerveau 
et de donner a cette occasion quelques caractéristiques de cette nouvelle 
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souche, en insistant plus spécialement sur la formation de vrilles en 
milieu de Czapek. Le parasite en cause est certainement trés cosmo- 
polite puisqu’il a été décrit sur les continents américain, africain et 
européen. 
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ACTION DES SUBSTANCES COLORANTES 
SUR LES MYCOBACTERIES 


V. — INFLUENCE DE L’AGITATION 
SUR LA FIXATION OES COLORANTS 


par J. DESBORDES, Er. FOURNIER et Denise ALIX. 


(Centre Emile Rous, Brévannes, 
Service de Phtisiologie [D™ Parar]) 


Nous avons. continué notre étude concernant l’action des colorants 
sur les Mycobactéries (1), en cherchant quelle était l'influence de 
Vagitation sur l’évolution de la réaction. 

Nous avons utilisé comme précédemment des souches sélectionnées : 
H87Rv, Boyer, BCG, paratuberculeux divers, Minetti, etc., cultivées sur 
milieu de Léwenstein, et avons mené |’expérimentation comme nous 
Vavons déja décrit (1), en introduisant comme seule modification, 
une agitation d’une durée de trois minutes a l’agitateur de Kahn entre 


chaque temps de la réaction. Une série de tubes témoins n’était pas 
soumise a l’agitation. 


TECHNIQUE. — 1° Prélévement sur milieu de Léwenstein, 
colonie qui est portée dans un tube 4 hémolyse 
dans un liquide de lavage variable : 

— soit : alcool méthylique A 50 p. 100 ; 

— soit : mélange alcool méthylique + éther (aa) ; 

— soit : eau distillée. 


d’une 
> Mise en suspension 


(1) J. Drsporves et Et. Fournmer, Ces Annales, 1954, 86, 657. 


TEMPS 
de contact 


en minutes 


Tasreav I, — Bleu de Nil Geigy en milieu alcalin. 


AVEC AGITATION 


SANS AGITATION 


Minetti 


0 
Lég. gris. 


Grisatre 


BCG 


Boyer 


| 
1137 Ry | 
i 


Minelti 


BCG 


a) Aprés lavage & Valcool méthylique. 


Lég. gris. 
Gris bl. 


BL. moyen. 


0 


0 


Lég. gris.) Grisatre. 


Gris. 


Gris pl. 


BL. violet. 


0 
0 
0 
0 


Lég. gris. 


Boyer 


0 
0 


Lég. gris. 


Grisdtre. 


1137 Ry 


>.-—-a- 


Fe eontack Minetti Boyer Minetti Boyer 
cn minules | Réaction du milieu Réaction du milieu Réaction du milieu Réaction du milieu 
2 
Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline 
| 
a)-Aprés lavage a Valcool méthylique. 
5 0 0 Bl. moyen. |Lég. bleu. 0 0 Lég.bleu.| 0 
a0. Bleu. Bleuté. |Bl. foncé. _ 0 0 _ Lég bleu. 
2D) . .|BL. franc. -- = BI. clair. 0 0 — = 
20. _— BI. moyen. — Bl. moyen. |Lég. bleu.|Lég. bleu _ = 
30. : — — — BI foncé. -- = Bleuté. Bleuté. 
60 .|Bl. franc.|Bl. franc.|Bl. foncé.|Bl. foncé. — —_ BI. léger.| Bl. léger. 
b) Aprés lavage a V+au distillée. 
| See 0 0 Bleuté. | Bleuté. 0 0 0 0 
‘Oe en ae 0 0 — —_— 0 0 0 0 
bao. - . -| BI. moyen. 0 — _ () 0 0 0 
Melea0 . +. — Bl. léger.|BI. léger.|Bl. léger. 0 0 0 0 
730... ooo -- BI. moyen. | Bl. moyen 0 0 Oy Q. 
1; 60... — —_ — _ Lég. bleu} Bleuté. | Bleuté. | Bleuté. 


0 


Lég. gris. 


Grisatre. 
Gris bl. 


b) Aprés lavage a lVeau distillée. 


0 
0 
0 
0 
Lég. bleu. 


(bords) 
Lég. bleu. 


0 


0 


Lég. gris.| Grisatre. 


Grisalre. 


Grisatre. 


Bl. violet. 


0 


0 
0 
0 
0 


Grisatre. 


0 

0 

0 

0 
Grisatre. 


Grisatre. 


0 
0 


Lég. gris. 
Lég. gris. 


Grisatre. 


0 
0 
0 


Lég. gris. 


Grisatre. 


0 = aucune modification de la couleur. Dés l’adjonction du colorant, ]a phase aqueuse vire au rose-mauve ; 
aprés agitation le liquide surnageant est bleu-mauve ; sans agitation le liquide surnageant reste rose-mauye. 


TEMPS 


TasLeav II. — Bleu de méthyléne en milieu neutre et alcalin. 


AVEC AGITATION 


SANS AGITATION 


0 = aucune modification de la couleur. En milieu acide, pas de coloration des germes ; coloration nette 


seulement en milieu neutre ou alcalin. 
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Tasteau Ill, — Rouge Congo en milieu neutre et alcalin. 


AVEC AGIIATION SANS AGITATION 
TEMPS l 
Boyer | BCG Boyer BCG 
de contact | 
en minules | Réaction du milieu Réaction du milieu Réaction du milieu Réaction du milieu 
Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline 
| | 
a) Aprés avige alcool éther. 
5... .|{Légérement orangé. 0 0 0 0 0 0 
MD) : — 0 0 " 0 Uae Om 
ihe - Légérement orangé.| Trés lég orangé. Trés lég. orangé. 
200: Orangé. = = babes Zz 
BE oc _ Orangé. Légérement orangé | Légérement crangé. 
60 — — Orangé pale. —_ 
Minetti H37 Rv Minetti H387 Rv 
Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline 
5 0 0 Trés lég. orangé 0 0 0 0 
40 0 0 Orang. lég.j Oran. moy. 0 0 0 Wy) 
AS 0 Orangé. _ — 0 Orang. lég. Orangé léger. 
20". 0 _ _ - 0 _ = 
30s 0 — Oran moy | Oran. fone. 0 ~: _ 
60 0 — — - 0 — _ 
b) Aprés lavaye a Veau distillée. 
TEMPS Boyer BCG Boyer BCG 
de contact { 
en minutes Neutre Alcaline Neutre | Alcaline Neutre | Alcaline Neutre Alcaline 
ie Oe 0 0 0 0 0 | 0 0 0 
AOR .| Légérement orangé. 0 0 0 0 0 0 
45 — Trés lég orangé. 0 0 0 0 
20 = Legérement orangé.| Trés lég. orangé. Trés lég. orangé. 
30 Orangé. a = = 
60 — Orangé. Légérement orangé | |.égérement orangé. 
Minetti H37 Ry Minetti H387 Rv 
Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline Neutre Alcaline 
5 0 0 0 0 
10 Orangé. 0 0 
. pies BS Orangé moyen. Orangé léger. 
30 = ss 
60 — oe 


0 = aucune modification de la couleur. Précipité 
Coloration nette en milieu neulre ou alcalin, 


grisatre en milieu acide, sans aucune coloration des germes. 
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2° Agitation trois minutes A Vagitateur de Kahn, puis centrifu- 
gation et élimination du liquide surnageant, nouvelle mise en suspen- 
sion du culot dans l’eau distillée, nouvelle agitation, centrifugation et 
décantation. 

3° Mise en suspension du culot dans 1 cm® d’eau distillée et 1 cm? 
de la solution tampon 4 pH’ convenable : 

— soit : acide: solution d’acide citrique 4 saturation ; 

— soit : neutre : eau distillée ; 

— soit : alcalin : CO,Na, a saturation ; 
puis quelques gouttes du colorant étudié. Nouvelle agitation. 

Les culots de germes sont examinés au bout de cing, dix, quinze, 
trente, soixante et quatre-vingt-dix minutes, en pratiquant une nouvelle 
agitation entre chaque lecture. 

Les résultats sont consignés dans les tableaux ci-joints. 

L’examen comparatif de ces différents tableaux permet de constater 
que, quels que soient la souche employée, le liquide de lavage (alcool- 
éther, alcool méthylique 4 50 p. 100), le pH de la réaction, le colorant 
utilisé, linfluence de l’agitation se manifeste toujours de la méme 
fagon : la coloration apparait plus précocement, elle est plus intense, 
confirmant l’impression qu’il s’agit d’un phénoméne physico-chimique 
au cours duquel Ja notion de contact a une importance certaine. 


TYPES D’FSCHERICHIA COLI 
ISOLES DES EAUX D’ALIMENTATION 
(ETUDE PORTANT SUR 1.010 EAUX) 


par R. SEIGNEURIN, R. MAGNIN et M.-L. ACHARD. 


(Ecole de plein exercice de Médecine et de Pharmacie de Grenoble. 
Laboratoire de conlréle des Hauz.) 


InrRopuction. — Au cours des analyses systématiques de surveillance 
des eaux de boisson de la région, nous avons souvent constaté la pré- 
sence d’Escherichia coli authentique dans les eaux de _ certaines 
adductions, soit d’une fagon constante, soit d’une facgon épisodique ou 
saisonniére. Ayant décelé par ailleurs (cas non encore publiés), dans 
les selles d’enfants hospitalisés pour gastro-entérites et toxicoses plus 
ou moins graves, la présence fréquente des types antigéniques 26 : B6 
et 55: BS d’E. coli, exceptionnellement III : B4 (voir 4 ce sujet l’étude 
de Le Minor et ses collaborateurs [4]), nous avons pensé les rechercher 
dans nos eaux souillées, pour établir, sinon un paralléle, du moins un 
simple rapprochement [2]. 


TrecuniouE. — Nous avons employé les techniques colimétriques 
décrites par R. Buttiaux [3] : colimétrie sur membrane filtrante, mise 
en culture sur boite de gélose au chlorure de 2,3,5, triphényl tétrazo- 
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lium et au tergitol 7, 4 44° en atmosphére chargée de vapeur d’eau, 
recherche de l’agglutination sur lame des germes provenant des 
colonies TTC O et halo jaune, par les sérums, agglutinant spécifique- 
ment les antigénes III : B4, 55 : B5, 26: B6, des E. coli, sérums préparés 
par l'Institut Pasteur. Les colonies ayant donné une agglutination 
totale et immédiate sont repiquées pour rechercher les caractéres bio- 
chimiques résultant du test de l’IMVIC et du milieu de Kligler. Dans 
les cas douteux, nous avons pratiqué en outre l’agglutination par la 
méthode dite en tubes. 


Résuttats. — Nos résultats portent sur 1010 échantillons d’eaux 
naturelles, de source ou de puits, non traités, parmi les analyses 
effectuées du 15 septembre 1954 au 15 juin 1955. 

Sur ces 1010 eaux, 275 se sont montrées contaminées par E£. coli 
(en plus ou moins grande quantité, certaines eaux n’ayant présenté 
gue 10 coli au litre, d’autres baucoup plus). 

Aussi n’avons-nous recherché que sur les eaux les plus contaminées 
la présence éventuelle d’E. coli des types antigéniques déja cités. Par 
suite, sur 82 des eaux les plus mauvaises, nous avons trouvé : 


Beeolv dultype antigenique’ 26> B65 — 2 6 2) «is = 47 fois. 

Bercols dutyperantigénique: bo: Boy en see ee ee 9 — 

Beconnda type anticeniquen lle 52s mm nnt nm its enele o— 
ConcLusion. — Sans vouloir généraliser ces premiers résultats, ni les 


considérer comme définitifs, il mous apparait toutefois que les 
Ei. coli du type antigénique 26: B6 se rencontrent plus fréquemment 
dans les eaux contaminées de notre département, que ceux du 
type 55 : B5 ; nous n’avons par conire jamais trouvé le type II]: B4. 
Il faut cependant noter que les caux examinées sont des eaux non 
traitées et trés fréquemment souillées par des eaux de surface. 

Ce sont ces mémes types antigéniques d’#. coli que Von rencontre 
avec une fréquence analogue dans les selles des  gastro-entérites 
infantiles. 
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NOTE PRELIMINAIRE 
SUR UN NOUVEAU MICROCOQUE ISOLE 
D'UNE DERMATITE AXILLAIRE SUPERFICIELLE 
TROPICALE 


par Aldo CASTELLANI, M.D., F.R.C. P., F. A.C. P. 


(Institut de Médecine Tropicale, Lisbonne.) 


Au cours de ces quatre derniéres années, j’ai eu l’occasion a Lis- 
bonne d’étudier une dermatose érythémateuse de la région axillaire, 
chez un officier et deux matelots de la marine américaine, qui l’avaient 
contractée aux Antilles et en Amérique centrale. 

Dans la région axillaire, on voit des taches érythémateuses arron- 
dies, ovalaires ou & contours irréguliers, d’une grandeur variant de 
quelques millimétres 4 0,5 cm et méme plus. Elles n’ont pas beau- 
coup tendance a confluer. Il n’y a pas de prurit ni de douleur spon- 
tanée ou a la pression. On ne note aucune infiltration, ou une 
infiltration légére. Quelquefois de minuscules papulo-pustules se déve- 
loppent, mais méme alors il n’y a ni prurit ni douleur. L’affection est 
trés persistante, mais elle semble disparaitre spontanément en _ hiver. 
La description clinique compléte de l’affection sera donnée dans un 
journal de dermatologie. 

Les examens microscopiques et culturels pour la recherche des cham- 
pignons ont toujours donné des résultats négatifs. 

Dans les 3 cas j’ai isol6 un microcoque, qui était Ja seule bactérie 
présente dans 2 cas et était associé 4 Slaphylococcus aureus dans le 
troisiéme. 

Je donnerai ici une trés breve description de ce microorganisme. 


CARACTERES GENERAUX. — Microscopiquement, c’est un microcoque 
qui a les mémes aspects et dimensions que Staphylococcus aureus et 
Staphylococcus albus; anaérobie facultatif ; facilement cultivable, 
Gram-positif. 


CutrurEs. — Gélose glucosée. — Bon développement ; colonies assez 
grandes, arrondies, lisses, avec quelque tendance & rester isolées ; aprés 
deux ou trois jours, elles développent une belle pigmentation violacée 
ou pourpre violet. Le pigment ne diffuse pas dans le milieu de culture. 


Gélose simple. — Méme apparence ; mais en régle générale il n’y 
a pas de pigmentation. 
Gélatine. — Liquéfaction plutét lente ; la partie liquéfiée peut 


montrer un aspect violacé causé par les masses de microcoques pré- 
sentes. 

Sérum coagulé. — Pas de liquéfaction ou extrémement lente, pas 
de pigmentation. 
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Pomme de terre. — Bon développement ; belle pigmentation violacée 
de la culture, quelquefois purpurine. Sent 8 

Bouillon. — Développement abondant ; turbidité diffuse ; pas de 
voile net. 

Eau peptonée. — Développement moins abondant que dans le 
bouillon ; pas de voile. ok 

Action fermentative. — Le microorganisme ne produit jamais de gaz 


avec aucun sucre. I] produit de l’acide avec glucose, lévulose, maltose, 


Fic. 1. — Préparation microscopique de Micrococcus violagabriellae 
(culture en bouillon glucosé). 


saccharose, mais généralement pas avec lactose, arabinose, mannitol, 
galactose, dulcitol, salicine, sorbitol et raffinose, 

Citrate. — Négatif. 

Rouge méthyle. — Généralement positif. 

Indol. — Négatif. 

Voges-Proskauer, — Négatif. 

Pigmentation. — La pigmentation violacée ou purpurine des cultures 
sur gélose glucosée semble étre influencée par la variété de peptone 
employée dans la préparation du milieu. Avec quelques peptones d’ori- 
gine américaine, la production du pigment est trés faible et peut méme 
étre absente. L’étude chimique du pigment est A peine commencée ; 
les résultats seront donnés dans une publication ultérieure. 


Virulence. — Les trois souches isolées sont trés peu virulentes pour 
les petits animaux de laboratoire. 
Pouvoir pathogéne pour l’homme. — Le microorganisme était pré- 


sent dans le matériel obtenu par grattage et dans le contenu des 
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Prancne I. — Culture de Micrococcus violagabriellae 


sur gélose glucosée, dgée de deux semaines. 


MASSON ET Cie, EDITEURS 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire Aldo CASTELLANI, 
T. 89. Wie Wea io ite XCh 12.5 10, A, Oe, 1D 


Prancne II. — Culture de Micrococcus violagabriellae 
sur pomme de terre, dgée de deux semaines. 


MASSON ET Ci, EDITEURS 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 477 


petites papulo-pustules. I] était le seul microorganisme présent dans 
deux cas et associé avec Staphylococcus aureus dans le troisiéme cas. 

Chez deux volontaires il m’a été possible de reproduire laffection 
en frottant la peau avec des cultures pures, aprés scarifications super- 
ficielles multiples. 


PosITION TAXONOMIQUE. — Le microorganisme est probablement trés 
pres de Staphylococcus aureus et de Staphylococcus albus (Micrococcus 
pyogenes var. aureus et Micrococcus pyogenes var. albus). Le caractére 
différentiel le plus évident est la belle pigmentation violacée des colo- 
nies sur gélose glucosée et pomme de terre (absente sur gélose simple 
et sérum coagulé). ; 

Chez l’homme, on n’a pas décrit de microcoques produisant une 
pigmentation violacée. Dans la nature, on a trouvé, il y a longtemps, 
dans une maladie de la biére, et dans les brasseries, le Pediococcus 
violaceus (Kiitzing) Trévisan, connu aussi sous le nom de Merismopedia 
violacea Kitzing, gros coccus qui se présente réuni en groupes de 
quatre dans une matrice. (Voir Trévisan de Saint Léon, Le Specie delle 
Bacteriaceae Tipo-Lit. Zanaboni et Gabuzzi, Via Fontana, n° 12, Milan, 
1889). : 

On pourrait penser a Micrococcus purpurofaciens Lehman et Neu- 
mann qui a été isolé dans de l’eau de glace fondue, mais ce micro- 
organisme n’a jamais été trouvé chez l’>homme ; il n’a pas la morpho- 
logie du staphylocoque, il produit un pigment rouge seulement dans 
la gélatine qui a été trés alcalinisée, pas sur la pomme de terre, gélose 
glucosée et autres milieux. 

On pourrait penser aussi 4 Micrococcus roseus (Baum), Micrococcus 
ruber Trommsdorff et Micrococcus rubidus Hefferan. 

Ces trois microcoques sont probablement identiques et n’ont jamais 
été trouvés chez homme ; ils n’ont pas la morphologie du staphylo- 
coque et le pigment qu’ils produisent est rouge vif. Ils le produisent 
aussi sur la gélose simple. 

Le seul microcoque produisant un pigment rouge qui ait été trouvé 
dans une affection humaine, est Micrococcus castellanii, trouvé par 
moi et nommé par Chalmers et O’Farrel, qui donne la coloration 
rouge des nodules qu’on trouve sur les poils axillaires dans la tricho- 
mycosis rubra. Le microorganisme produit sur gélose simple et quel- 
ques autres milieux de laboratoire un pigment qui est jaune au com- 
mencement et qui aprés deux ou trois semaines devient rouge vif. 
On peut trouver une description compléte de Micrococcus castellanii, 
Chalmers et O’Farrel dans le Manual of Tropical Medicine, par Castel- 
lani et Chalmers, édition 1919, chapitre « Trichomycosis flava, rubra 
et nigra », p. 2103. Il n’a pas la morphologie du staphylocoque. 

Je propose pour le microorganisme que je viens de décrire l’appel- 
lation de Micrococcus violagabriellae nov. sp. 

Si des études ultérieures montrent que comme Staphylococcus 
aureus et Staphylococcus albus, il doit étre considéré comme une 
variété de Micrococcus pyogenes, alors l’appellation deviendra Micro- 
coccus pyogenes var. violagabriellae. 

Je serais heureux d’envoyer des cultures de ce microorganisme aux 
collégues qui le désireraient. 

(Suite de la séance en novembre.) 
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LIVRES REGUS 


P. Morand. — Aux confins de la vie. Perspectives sur la biologie des 
virus. 1 vol., 167 p., 20 fig., 8 pl. hors texte. Masson et C'*, édit., 
Paris, 1955. Prix : 850 Irs. 


Les livres de cette collection « Evolution des Sciences » s’adressent 
\ la fois aux milieux scientifiques et a tous les lecteurs curieux de 
se tenir au courant des récentes acquisitions dans diverses disciplines. 
Le présent ouvrage dénote chez son auteur des connaissances appro- 
fondies dans de nombreux domaines et il ne manquera pas d’intéresser 
vivement ceux qui esperent trouver dans les virus une réponse 
a Vangoissante question de la frontiére entre le vivant et l’inanimé. 
La conclusion la plus certaine qu’on en pourrait tirer serait peut-étre 
la nécessité de reconsidérer notre conception actuelle du mot « vie », 
qui perd une grande partie de son sens lorsqu’on parvient précisément 
aux « confins de la vie ». 

L’auteur a étudié les virus sous trois angles : le virus étre physique, 
le virus étre chimique et le virus étre biologique. Dans la premiére 
partie, il décrit les diverses méthodes d’étude des virus : méthodes 
indirectes (ultrafiltration, ultracentrifugation, électrophorése, bombar- 
dement par divers rayonnements) et méthodes directes (examens au 
microscope électronique). Les recherches sur la composition chimique 
des virus ont prouvé le réle capital des acides nucléiques, ce qui a 
amené a les rapprocher des genes ct des éléments cellulaires doués de 
continuilé génétique, questions qui sont traitées dans Ja seconde partie 
du volume. La troisi¢me partie, « Le virus étre biologique », est 
consacrée au bactériophage, au cycle de développement « artificiel » 
du virus grippal dans l’ceuf et a celui des virus neurotropes, aux virus 
« endormis », phénoméne que lauteur rapproche du cycle du_bacté- 
riophage, avec son ¢étape du prophage. Dans le méme ordre d’idées, 
il traite la question du virus sigma de la Drosophile et dit enfin 
quelques mots des cancers A virus et des hypothéses qu’a entrainées 
la découverte du facteur de Bittner. L’ouvrage contient de trés belles 
photographies au microscope électronique de divers virus cristallisés, 
de virus des insectes et de leur lyse libérant les bAtonnets virulents, 
des corps élémentaires de la vaccine et du « drame de l’agression 
phagique ». Peut-étre peut-on regretter a ce propos que l’auteur 
présente comme des faits acquis certaines conceptions encore insuf- 
fisamment confirmées, ou tout au moins non encore admises par tous 
les spécialistes, comme le cycle du bactériophage 4 lintérieur d’une 
bactérie décrit par Penso, ou le bactériophage « micro-seringue ». La 
question des virus et du _ bactériophage est d’une telle complexité 
qu’elle ne pouvait étre présentée sans erreur que par un virologue ou 
un généticien. Il est dommgae, par exemple, que quelques inexacti- 
tudes, comme l’attribution 4 une interférence de l’immunité variole- 
vaccine, viennent dés le début mettre le lecteur en défiance vis-a-vis 
d’un livre qui le captive cependant au fur et 4 mesure qu’il avance 
dans sa lecture. HH, *T 
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_ The dynamics of virus and rickettsial infections. International Sympo- 
sium, F. W. Hartman, F. L. Horsfall Jr. et J. G. Kidd, secré- 
taires de rédaction. 1 vol., 461 p., Blakiston, édit., New-York, 1954. 
Brixcgo6) she 6: di: 


Cet ouvrage rapporte les travaux traités au Symposium qui s’est 
tenu a Detroit en 1953. Il présente les avantages et les inconvénients 
des travaux des colloques, les avantages étant représentés par un exposé 
actuel, souvent original, quelquefois inédit des questions traitées ct 
par l’intérét des discussions reproduites ot se traduit l’opinion person- 
nelle des participants ; les inconvénients sont représentés soit par la 
valeur ou l’intérét variables des chapitres, soit par la documentation 
incompléte d’un sujet dont le rapporteur a volontairement limité 
V’étude aux questions d’actualité. 

Il n’en demeure pas moins que cet ouvrage apporte une contribution 
trés importante aux problémes actuels en ce qu’il nous offre des 
rapports assez étendus sur les aspects traités et qu’il constitue comme 
autant de revues des sujets. Il serait trop long de donner la liste 
de tous les participants aux discussions ou méme celle des rapports, 
au nombre de 33. Contentons-nous de citer les principaux chapitres 
correspondant aux différentes séances du Symposium. 

Chapitre I : Mécanisme des infections par les virus et les rickettsies, 
dans une séance ot sont traités en particulier les problémes de Sa 
croissance des virus (Hershey), la génétique des bactériophages (Luria), 
les formes incomplétes du virus de la grippe (P. von Magnus). 
Chapitre I: L’écologie et la pathogénie des infections a virus et 
a rickettsies, introduite par Shope avec un rapport sur l’écologie et 
les réservoirs de virus, et terminé par le rapport de Downie et McCarthy 
sur la pathogénie de la variole. Chapitre III ; Mécanisme de l’immunité 
dans les maladies 4 virus, avec quatre rapports de J. Salk, D. Bodian, 
K. Habel et H. Koprowski. Chapitre IV : Sur le diagnostic de laboratoire 
des maladies 4 virus. Chapitre V : Sur certains aspects de la prophylaxic 
et du traitement des maladies 4 virus et des maladies a rickettsies, 
avec en particulier l’interférence (Horsfall), les inhibiteurs (Rasmussen) 
et action des antibioliques (Woodward et Parker). 

Une présentation élégante et des illustrations dans l’ensemble excel- 
lentes facilitent la lecture. La bibliographie est assez compléte pour 
certains des chapitres, mais pour d’autres réduite a sa plus simple 


expression. 
P. L&PINE. 


F. M. Burnet. — Principles of animal virology. New York Academic 
Press, 1955, 486 p., 35 fig. Prix: dollars 10, - -. 


En dépit du titre il s’agit bien, non pas d’un livre élémentaire sur 
les virus des maladies animales, mais d’un véritable traité de patho- 
logie générale des infections 4 virus de ‘homme et des animaux. A ce 
titre, il constitue la meilleure des introductions possibles 4 1’étude des 
virus en général. Le sujet n’est du reste pas limité aux virus des 
animaux et de l’homme, puisqu’un chapitre entier et de nombreux 
paragraphes sont consacrés aux virus hbactériens, le bactériophage 
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étant pris pour exemple dans 1’étude des mutations, de la génétique 
ou des recombinaisons des virus des animaux. 

Vingt et un chapitres, dont chacun constitue un tout contri- 
buent a l’ensemble de cette étude qui envisage successivement tous 
les problémes de la virologie. Dans tout cet ouvrage, rédigé avec son 
talent habituel, F. M. Burnet imprime une orientation originale, 
souvent trés personnelle au sujet traité. Qu’il s’agisse des phénomenes 
de multiplication, de l’interférence, de la morphogénése des virus, des 
aspects écologiques des maladies causées par les virus ou de 1’évolution 
des agents qui les déterminent, partout, l’auteur part du général, 
expose ses idées personnelles, les illustre avec des exemples tirés de 
cas particuliers. L’orientation donnée au sujet est volontairement plus 
biologique que physico-chimique, et dans sa préface, Burnet reven- 
dique, avec une formation personnelle médicale, l’orientation médicale 
donnée au sujet traité. Il a su laisser de cété des aspects aujourd’hui 
classiques de 1’étude des virus et que les auteurs de traités se croient 
trop souvent obligés de répéter, et il a justement consacré les chapitres 
les plus importants aux aspects les plus significatifs des problémes 
de l’écologie et de la génétique des virus. On trouvera peut-étre que 
sur certains points, l’auteur a trop systématiquement adopté une vue 
personuelle du sujet ou des théories avancées. Pour notre part, nous 
Yen féliciterons, car il en résulte une ceuvre bien charpentée et 
musclée, et l’allure combative donnée a certains aspects des questions 
traitées n’est certainement pas pour nous déplaire. Une pareille contri- 
bution, venant d’un auteur dont l’apport personnel aux recherches 
sur les virus a été d’une importance primordiale, nous donne un 
ouvrage dont Ja valeur est inestimable et dont la lecture doit étre 
hautement profitable méme et ee surtout & ceux pour qui les 
sujets traités sont familiers. 

C’est dire qu’un tel ouvrage trouvera sa place dans toutes les biblio- 
théques des chercheurs s’intéressant aux virus, mais aussi qu’il ne 
faudra cependant pas y chercher une documentation extensive ni la 
bibliograpie compléte des chapitres traités. Un tel livre est de ceux qui 
aident le mieux 4 faire le point de nos connaissances en exposant 
sous une forme agréable et en apparence facile les sujets généraux 
comme les vues de l’auteur. Si certaines de ces vues préteront a la 
discussion, si certaines théories seront critiquées, discussion et critique 
seront de celles qui, constructives, stimuleront l’ardeur des chercheurs 
et contribueront 4 éclairer davantage les problémes traités. C’est peut- 
étre 14 le plus bel éloge que l’on puisse faire d’un livre. 

P. Lépine. 
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